Cuantificación de la expresión de genes de la sinapsis inmunológica por PCR digital: aplicaciones en la sepsis by Martín Alfonso, Silvia
  
FACULTAD DE MEDICINA 
 DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA CELULAR, HISTOLOGÍA Y 




CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES DE LA 
SINAPSIS INMUNOLÓGICA POR PCR DIGITAL: APLICACIONES 
EN LA SEPSIS 
 
 








































DEPARTAMENTO DE BIOLOGÍA CELULAR, HISTOLOGÍA Y 
FARMACOLOGÍA 
Programa Oficial de Doctorado en Investigación en Ciencias de la 
Salud 
TESIS DOCTORAL: 
CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES DE LA 
SINAPSIS INMUNOLÓGICA POR PCR DIGITAL: APLICACIONES 
EN LA SEPSIS 
 
Presentado por Dña. Silvia Martín Alfonso para optar al grado de 
Doctora por la Universidad de Valladolid 
Dirigido por: 


















Parte de esta Tesis Doctoral ha sido posible gracias a la financiación de los 
fondos FEDER (Fondo Europeo de Desarrollo Regional) “Una manera de hacer 











AUTORIZACIÓN DE LOS DIRECTORES DE TESIS 
 
D. JESÚS F. BERMEJO MARTÍN con D.N.I. nº 09344393E Doctor en Medicina y Cirugía, 
licenciado especialista en Inmunología Clínica. Investigador principal del Laboratory of 
Biomedical Research in Sepsis (bio.sepsis), D. CESAR ALDECOA ALVAREZ-SANTULLANO 
con D.N.I. nº 11404508G Doctor en Medicina y Cirugía, licenciado especialista en 
Anestesiología y Reanimación, jefe de servicio en el Hospital Universitario Río Hortega de 
Valladolid, como directores de la tesis doctoral titulada: “CUANTIFICACIÓN DE LA 
EXPRESIÓN DE GENES DE LA SINAPSIS INMUNOLÓGICA POR PCR DIGITAL: 
APLICACIONES EN LA SEPSIS” presentada por Dña. SILVIA MARTIN ALFONSO  con D.N.I. 
nº 71163370J , alumna del Programa Oficial de Doctorado en Investigación en Ciencias de la 
Salud, autorizan la presentación de la misma, considerando que el trabajo reúne los requisitos 
necesarios para poder ser presentado como Tesis Doctoral y que la autora ha demostrado un 
adecuado manejo del método científico como para poder optar al grado de Doctor por la 














































Pensando en todo el mundo al que quiero dar las gracias me he dado cuenta de la cantidad de 
gente que me ha ayudado de una manera u otra y lo afortunada que me hace sentir. Así que, 
¡gracias! A todas las personas que han puesto su granito de arena para que este trabajo vea la 
luz. 
Gracias a todos mis compañeros de Anestesiología del Hospital Rio Hortega que durante 
muchos meses, varios años de hecho, me han ayudado reclutando pacientes, recogiendo 
datos, muestras, etc. Gracias sobre todo por vuestra paciencia, pero también por vuestra 
indispensable y valiosa colaboración. 
Gracias a mis directores de tesis, Dr. Jesús F. Bermejo Martín y Dr. César Aldecoa Álvarez-
Santullano, en primer lugar, por confiar en mi para llevar este proyecto a cabo, pero también 
por el tiempo que habéis dedicado a dirigirlo y gracias a ello lo que he aprendido de vosotros. 
Jesús, siempre te estaré agradecida por permitirme trabajar con vuestro increíble equipo, he 
descubierto lo apasionante de la investigación a vuestro lado y realmente os admiro por el 
esfuerzo y dedicación que poneis en todo lo que hacéis. Quiero dar las gracias también al resto 
del equipo de investigación con el que he trabajado, en especial a Raquel, Marta y Alicia, que 
como Jesús habéis tenido tanta paciencia y amabilidad conmigo. Y por supuesto, gracias 
Cesar, por insistir cada en día en que no me conforme, que nuestro trabajo clínico sea mucho 
más, y darme la oportunidad de que así sea. 
Gracias a las personas que más admiro en mi vida, mis padres Javier y Ana, de las que 
siempre he recibido apoyo y amor incondicional, pero también los valores de esfuerzo, trabajo, 
fuerza de voluntad, respeto, gratitud, humildad y honestidad. Gracias porque vosotros sois los 
que me habéis dado la posibilidad en la vida de que alcance lo que me proponga, y porque 
cuando no ha salido algo bien a la primera siempre habéis sido los primeros en animarme para 
volver a intentarlo. Estoy infinitamente orgullosa de vosotros, gracias por todo lo que me dais, 
muchas veces sin nada comparable a cambio. 
 8 
 
Gracias al pilar fundamental de mi vida, Rober, mi compañero de vida, gracias porque sin tu 
ayuda y paciencia día a día nada sería posible. Gracias por mirar siempre hacia adelante y 
remar en la misma dirección, gracias porque haces que mi vida sea plena. Suerte la mía que 
apareciste en mi camino y gracias a ti que sigues guiándome en él cuando más lo necesito. De 
ti he aprendido que la prudencia, paciencia y perseverancia dan sus frutos, también lo 
importante que es ser feliz cada uno de los días de la vida, y no podría haber elegido mejor 
persona, de la que me sienta tan orgullosa, ni mejor acompañante en la vida. 
Gracias a todos aquellos de los que recibo en el día a día una sonrisa, una buena palabra, a 
todos aquellos que siempre están en lo bueno y en lo malo. Gracias Laura y Ester que me 
habéis enseñado tanto y ayudado, gracias por vuestra amistad y porque veros en el hospital 
me alegra el día.  
Gracias Sara, Emilse, Rocio, que buenos momentos hemos vivido, y todos los que vendrán. 
Gracias porque vuestra amistad no tiene precio, siempre estaréis ahí, como en la facultad, 
codo con codo ayudándonos en todo. 
Solo puedo deciros a todos una vez más GRACIAS, de corazón.  
 
 
“Todo el mundo trata de realizar algo grande, sin darse cuenta de que la vida se compone de 
cosas pequeñas”. 
Frank Clark. 

























































INDICE 10-12  
ABREVIATURAS 13-16  
RESUMEN 17-18  
I.  INTRODUCCIÓN 19-44 
I.A) HISTORIA Y EPIDEMIOLOGÍA DE LA SEPSIS…………………………………………20-24 
I.B) CONCEPTOS DE SEPSIS Y GRAVEDAD……………………………………………….24-38 
           I.B.1 Definiciones de consenso………………………………………………………….24-28 
          I.B.2 Escalas de gravedad…………………………………………………………...…...28-34 
         I.B.3 Biomarcadores………………………………………………………………………..34-38 
I.C) SISTEMA INMUNE Y SEPSIS…………………………………………………………...…38-42 
I.D) TECNICAS PCR, PCR DIGITAL………………………………………………….….…….42-44 
II.  JUSTIFICACIÓN 45-47  
III.  HIPÓTESIS 48-49  
IV.  OBJETIVOS 50-51 
IV. A) OBJETIVO PRINCIPAL……………………………………………………………………….51 
IV.B) OBJETIVOS SECUNDARIOS…………………………………………………………………51 
V.  MATERIAL Y MÉTODOS 52-59  
VI.  RESULTADOS 60-82  
VII.  DISCUSIÓN 83-96  
 12 
 
VIII.  CONCLUSIONES 97-99 
IX.  RENDIMIENTO CIENTÍFICO 100-121  
X.  ANEXOS 122-130 























































ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc:  copia de cadena simple de Ácido desoxirribonucleico 
ARN: ácidos ribonucleicos 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
APACHE: Acute physiology and chronic evaluation  
CD40LG: Ligando Factor de Necrosis Tumoral 
CD3E: Glicoproteina de superficie de las células T 
CD28: Glicoproteina de superficie de las células T 
CID: Coagulación Intravascular Diseminada 
CMH:  Complejo mayor de histocompatibilidad  
CPA:  Célula presentadora de antígeno 
dd PCR: Droplet digital PCR 
EDTA:  Ácido etilendiamino tetra acético 
GM-CSF:  Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos 
GOT/AST: Aspartato aminotransferasa  
GPT/ALT:  Alanino aminotransferasa 
HLA-DRA: Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II, DR alfa 
HURH:  Hospital Universitario Río Hortega 
ICOS: Coestimulador inducible de las células T 
IL: Interleucinas 
IFN-γ:  Interferón γ  
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Ig:  Inmunoglobulina 
LOD: Logistic organ dysfunction 
MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos 
MIF: macrophage migration inhibitory factor 
MOSF: Multiple organ system failure 
MPM: Mortality probability model 
NK: Natural Killers 
ODIN: Organ dysfunction and/or infection 
OOP: Optimal operating point 
OSF: Organ system failure 
PCR: Polymerasa Chain Reaction 
PCR: proteína C reactiva 
PCT: procalcitonina 
PD-1: receptor de muerte programada 
PD-L1: Ligando del receptor de muerte programada 
proADM: pro-adrenomedulina 
REA: Unidad de Reanimación  
Rpm:  Revoluciones por minuto 
qRT-PCR:  Transcripción reversa en tiempo real Reacción en cadena de la polimerasa 
SAPS: Simplified acute physiologic score 
SDRA: Síndrome de Distrés Respiratorio Agudo  
SI: Sistema Inmune 
SOFA: Sequential organ failure assessment. 
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TNF-α:  Factor de necrosis tumoral alfa 
TTPA:  Tiempo de tromboplastina parcial activado 

















































La sepsis es uno de los mayores problemas de nuestros días que ha de afronta la sanidad en 
todo el mundo, siendo una de las patologías más prevalentes en los servicios de urgencias y 
cuidados críticos, constituyendo la primera causa de muerte no coronaria a nivel mundial. 
Debido a su elevada morbilidad y mortalidad, es una grave amenaza cuando se diagnostica y 
además cuenta con un incremento progresivo en su prevalencia e incidencia, siendo un serio 
reto para el sistema sanitario también debido a la carga socioeconómica que representa. 
En concreto en los pacientes quirúrgicos, algunos de los signos que nos podrían hacer pensar 
en el diagnóstico de esta enfermedad pueden enmascararse debido a la propia cirugía o a su 
manejo farmacológico. Debido a esto, es primordial que podamos contar con biomarcadores 
que puedan diagnosticar la sepsis de la forma más precoz y fiable posible. 
En la sepsis vemos cómo coexiste el desarrollo de un inmunofenotipo proinflamatorio, y por 
otro lado una depresión en los niveles de expresión de los genes que codifican las moléculas 
implicadas en la sinapsis inmunológica, es decir, los genes codificantes de las moléculas 
presentadoras de antígeno. 
Esta tesis doctoral trata de mostrar la utilidad de la cuantificación del grado de 
inmunosupresión en el diagnóstico de la sepsis y además cómo puede mejorarse el diagnóstico 
de la enfermedad gracias a la combinación de un marcador que valora la inmunosupresión con 
un biomarcador clásico como la procalcitonina. Para ello, cabe destacar que nuestro trabajo es 
pionero en el uso de una nueva tecnología de PCR de tercera generación para la cuantificación 
































I.  INTRODUCCIÓN 
 
I.A) HISTORIA Y EPIDEMIOLOGÍA DE LA SEPSIS 
 
La sepsis es uno de los mayores problemas sanitarios de nuestros días. Esta enfermedad 
presenta una elevada morbilidad y mortalidad, suponiendo un motivo de actuación urgente 
cuando se diagnostica. Debido al incremento progresivo en su prevalencia e incidencia, 
representa una importante carga socioeconómica para el sistema sanitario. Además, es una de 
las patologías más prevalentes en los servicios de urgencias y en las unidades de cuidados de 




La sepsis es una enfermedad frecuente, con una incidencia global estimada del 27%. La 
mortalidad asociada a shock séptico es elevada, oscilando entre el 40% y el 70% en pacientes 
independientemente de su edad, tanto si ha sido adquirida en la comunidad o bien en 
pacientes hospitalizados. Es responsable de más fallecimientos que otras patologías 
frecuentes como el cáncer de mama, próstata o el infarto agudo de miocardio1. 
Estudios a nivel mundial afirman que la incidencia de sepsis, sepsis grave o shock séptico 
continúa aumentando a razón de 750.000 casos por año, con mayor frecuencia en hombres de 
raza negra y con gran protagonismo microbiológico de las bacterias Gram positivas y hongos2. 
Siguiendo esta estimación se ha pronosticado un aumento de la sepsis grave en Estados 
Unidos de 800.000 a 1.600.000 casos para el año 20503.  
En Europa, cabe destacar el estudio SOAP4 (Sepsis Ocurrence in Acutelly ill Patients) realizado 
en una muestra amplia y heterogénea de pacientes hospitalarios, el cual afirma que la sepsis 
ya en la actualidad podría ser la enfermedad más frecuentemente atendida en las UCIs, 




Aunque serían necesarios registros más exhaustivos sobre epidemiología de la sepsis en 
Europa, la evidencia científica afirma que la incidencia de la enfermedad se incrementa de 
forma progresiva como ocurre a nivel mundial, estimando en un 40% de media los costes 
causados por esta patología en las UCIs. 
Se estima que hay 18 millones de casos de sepsis que ocurren cada año en el mundo. Sólo en 
Reino Unido mueren 37.000 personas al año por sepsis5, siendo atribuible un 49,7% a la 
mortalidad debida al desarrollo de shock séptico.  
Recientemente, la Sociedad Europea de Medicina de Cuidados Intensivos (ESICM) y la 
Sociedad de Medicina de Cuidados Críticos (SCCM) están poniendo en marcha el protocolo 
llamado IMPRESS para determinar la epidemiología mundial de la sepsis6.  
En España, extrapolando los datos de los que disponemos, se estima la incidencia de sepsis al 
año en 74.000 casos, de los cuales un 40% presentarían shock séptico con una mortalidad 
media asociada de un 35%7.  
Algunos estudios en nuestro país datan la mortalidad media de los pacientes con shock séptico 
en el 45,8% y las estimaciones realizadas a partir de ellos dimensionan el problema en 50.000 
casos nuevos de sepsis grave cada año, una incidencia de shock séptico de 31 casos/100.000 
habitantes año y 17.000 fallecimientos anuales por sepsis, de los cuales el 70% de los casos 
fallece durante los tres primeros días a partir del diagnóstico8. 
Además, debemos tener presente el aumento progresivo de la población anciana, en la que 
existen diversos factores que les predisponen a un mayor riesgo de desarrollar formas graves 
de sepsis, como las comorbilidades asociadas que padecen, el estado previo al ingreso 
padeciendo frecuentemente malnutrición, fragilidad, y por supuesto, la alteración del sistema 
inmune conocido como inmunosenescencia9. El porcentaje de personas mayores de 60 años 
en el año 1950 era entorno el 8% de la población mundial, incrementándose este porcentaje al 
10% en el año 2000, y se estima que sea del 21% en el año 205010.  Además, en las próximas 
décadas se prevé que la población más envejecida, por encima de los 80 años, crezca al doble 
de la actual siendo en el 2050 el 9.6% de la población total en Europa y entorno al 9% en 






Desde la antigüedad hay tratados médicos en los que se deja constancia del terrible cuadro 
que sufrían algunas personas y la posible extensión generalizada de una infección, y de los 
remedios que se utilizaban para evitarlo. Así en el “papiro Ebers”, compuesto en escritura 
hierática egipcia hacia el año 1550 a.C., se describen cuadros de “hinchazones malolientes con 
abundante pus y aire en su interior, que si se inciden quirúrgicamente pueden extender su mal 
a todos los miembros del cuerpo”11. 
La palabra sepsis viene del griego σήψις (sipsis) que significa putrefacción: sēp- σήπω (gr. 
‘pudrir’) más el sufijo -sis σήψις (pudrir-se). Homero fue el primero en usarla hace más de 2700 
años, la consideraban una descomposición biológica que ocurría dentro del cuerpo causada 
por unos “principios internos” capaces de provocar una peligrosa autointoxicación, resultante 
en una putrefacción maloliente12. Este concepto de “generación espontánea” perduró hasta el 
siglo XIX13. 
No usó como tal el término sepsis, pero el médico griego Hipócrates (460-370 a.C) fue 
probablemente el primero en describir el curso clínico del shock séptico y años después el 
filósofo florentino Niccolò Maquiavelo (1469-1527) describió lo difícil que era diagnosticar la 
enfermedad así como tratarla14.  
Por otro lado, el concepto de contagio fue formulado por primera vez en 1546 por el médico 
italiano Girolamo Fracastoro, proponiendo que las enfermedades epidémicas pueden ser 
comunicadas por contacto directo o indirecto a través del aire, por semillas o gérmenes 
invisibles15. Sin embargo, no fue hasta 1683 cuando se hicieron posibles las primeras 
observaciones microscópicas de la mano de Anthony van Leeuwenhoek16.  
Dos siglos más tarde, en 1847, el médico húngaro Ignaz Semmelweis, gracias a su 
observación consiguió relacionar la fiebre puerperal desarrollada por las parturientas que eran 
asistidas durante el parto por los obstetras estudiantes de medicina que habían participado 
previamente en autopsias, a diferencia de las parturientas atendidas por matronas con 
 23 
 
menores casos de ésta enfermedad17. Fue un hito fundamental que introdujo las prácticas 
antisépticas antes de los exámenes de las pacientes. Obligó al lavado de las manos con una 
solución de cal antes de las exploraciones ginecológicas lo que redujo la tasa de mortalidad de 
fiebre puerperal del 18% al 3 %. Esto representó el primer ensayo clínico en enfermedades 
infecciosas jamás realizado18.  
En la segunda mitad del siglo XIX, Louis Pasteur realizó un elegante experimento demostrando 
que el proceso de putrefacción no tiene lugar sin la participación de organismos vivos y poco 
después, en la década de 1870, Robert Koch describió los agentes etiológicos de 
enfermedades como el ántrax, la tuberculosis o el cólera19. Fue el inicio para intentar impedir la 
entrada de microorganismos en el cuerpo humano, lo que llevó a Joseph Lister, (1827-1912) 
cirujano del Hospital Real de Glasgow, a desarrollar métodos antisépticos en los 
procedimientos quirúrgicos al observar que las fracturas abiertas se infectaban más que las 
cerradas20. 
En 1892 Richard Pfeiffer (1858-1945) que trabajó con Robert Koch, definió el concepto de 
“endotoxina” como un veneno bacteriano termoestable y responsable de las consecuencias 
fisiopatológicas de ciertas enfermedades infecciosas, diferenciando este concepto de las 
“exotoxinas” que son termolábiles. En 1909 se recogen y publican por primera vez los primeros 
doce casos de pacientes con sepsis por Gram negativos, causada por Escherichia coli, 
falleciendo el 50% de los infectados21.  
No fue hasta 1914, cuando el médico alemán Hugo Schottmüller hizo la primera definición 
científica de sepsis: "la sepsis es un estado causado por la invasión microbiana de una fuente 
infecciosa local en el torrente sanguíneo que conduce a signos de enfermedad sistémica en 
órganos a distancia"22. 
Pero fue William Osler (1849-1919) el primero en reconocer el importante papel de la respuesta 
del huésped en la sepsis y entenderla tal y como lo hacemos en la actualidad en uno de sus 
famosos libros “The Evolution of moderm Medicine", donde cita: “salvo en contadas ocasiones, 




En 1967 Ashbaugh et al. describe por primera vez un cuadro clínico de inicio agudo que hoy 
diagnosticamos como Síndrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) y Tilney en 1973 
publica por primera vez un síndrome clínico en el que hay fallo progresivo de varios órganos25. 
En los años 90 el Dr. Bone establece que la disregulación de la respuesta inflamatoria 
sistémica en el contexto de un proceso séptico entre los mediadores proinflamatorios y 
antiinflamatorios desencadena la disfunción orgánica26. 
Es en 1992 cuando el ACCP (American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of 
Critical Care Medicine) se reúnen por primera vez en una conferencia con el fin de aunar 
conceptos y elaborar las definiciones que serían usadas en la clínica y en los trabajos de 
investigación27. 
Aún hoy en día, las definiciones de los conceptos clínicos relacionados con la sepsis siguen 
creando controversia y debate entre los expertos. Además, continúa siendo un reto importante 
el manejo de la sepsis, requiriendo gran cantidad de recursos y habilidades médicas para el 
tratamiento satisfactorio del shock séptico. En lo que sí coinciden todos los profesionales 
médicos es en la vital importancia del diagnóstico precoz y certero como parte fundamental del 
éxito del tratamiento y pronóstico de la enfermedad. 
 
I.B) CONCEPTOS DE LA SEPSIS Y GRAVEDAD 
 
I.B.I DEFINICIONES DE CONSENSO 
 
Debido a la complejidad y ambigüedad para definir la sepsis y los términos relacionados con 
ella, hasta los años 90 no existió ninguna terminología. En 1980, Roger Bone propone el 
termino de “Síndrome sepsis” definido ya entonces como: hipotermia (< 35ºC) o hipertermia 
(>38,3ºC), taquicardia (>90 lpm), taquipnea (>20 rpm),  evidencia clínica de foco de infección, y 
la presencia de al menos disfunción o mala perfusión de un órgano (hipoxemia, lactato elevado, 
oliguria)28. A pesar de que este término ha sido usado como criterios de inclusión para los 
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estudios clínicos, el síndrome séptico no define satisfactoriamente a un grupo homogéneo de 
pacientes29, 30. 
Es en 1992 cuando tienen lugar las conferencias de consenso del American College of Chest 
Physicians / Society of Critical Care Medicine (ACCM/SCCM) con la intención de unificar 
criterios, y crear nuevas definiciones sobre la sepsis y los procesos relacionados. El resultado 
de esta conferencia fue la introducción de un nuevo término “Síndrome de Respuesta 
Inflamatoria Sistémica” (SIRS).  El SIRS se define por la presencia de al menos dos de cuatro 
de los anteriores mencionados criterios clínicos, y representa una respuesta inflamatoria de 
cualquier etiología, incluida la Sepsis, la cual es definida cuando se confirma además infección. 
Sepsis asociada a disfunción orgánica, hipoperfusión o hipotensión, se definió como Sepsis 
severa, y Shock séptico fue definido como sepsis severa relacionada además a hipotensión 
refractaria a tratamiento de resucitación con fluidos27. 
De la conferencia se propuso otro nuevo termino llamado “Síndrome de disfunción 
multiorgánica” (MODS), definido como “la presencia de disfunción orgánica de forma aguda en 
los pacientes en los cuales no son capaces de mantener su homeostasis sin tratamiento”. Se 
han creado numerosas escalas desde entonces para intentar cuantificar el grado de fallo 
orgánico, así como también el grado de morbilidad posterior en los pacientes27, 31. 
Pronto se crearon nuevas controversias en torno al termino establecido de SIRS tras la 
conferencia de 1992. Un importe número de investigadores no estaban conformes con esta 
definición, para los cuales era muy sensible y poco especifica. Debido a ello se convocó una 
nueva reunión en 2001 en la cual se modificó los criterios de SIRS, y se validaron el resto de 









SIRS • Temperatura > 38ºC o < 36ºC 
• Taquicardia > 90 lpm  
• Taquipnea > 20 
 rpm o PaCo2 < 32mmHg 
• Leucocitosis 12x10 9/L o Leucopenia 
<4x10 9/L o >10% formas inmaduras 
Sepsis Infección conocida o sospechada + al menos 
2 criterios de SIRS 
Sepsis Grave Sepsis más disfunción orgánica o 
hipoperfusión 
Shock Séptico Sepsis con hipotensión dependiente de 
vasopresores 
Disfunción Multiorgánica Presencia de disfunción orgánica en 
paciente con patología aguda cuya 
homeostasis no puede ser mantenida 
 
Tabla 1: Definiciones de la conferencia internacional 2001  
   
En 2002 se introduce el sistema PIRO (Predisposición, Infección, Respuesta, Disfunción 
Orgánica) en base a los factores pronósticos relacionados con la sepsis, pretendiendo hacer 
una clasificación similar a la TNM tumoral32 (tabla 2). 
 
P Predisposición genética del paciente que puede condicionar mala evolucion 
I Infección dependiendo del agente causal, localización y extensión, o el tiempo de 
espera para la implantación de terapia antibiótica 
R Respuesta inflamatoria del organismo que implica liberación de mediadores 
proinflamatorios y citoquinas que desembocan en un fallo orgánico 
0 Disfunción Orgánica como principal factor determinante del mal pronóstico en los 
pacientes sépticos 
 
Tabla 2. Sistema PIRO introducido en 2002 
 
En este sistema si se tuvieron en cuenta las clasificaciones sugeridas por los participantes de 
las conferencias realizadas para la definición de sepsis y también la estratificación de los 
pacientes tanto por los datos de laboratorio como por criterios clínicos de acuerdo a los 
factores que propone. 
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En 2004, con el objetivo de disminuir la mortalidad causada por la sepsis grave y el shock 
séptico, diferentes organizaciones como la “Sociedad Europea de Medicina y Cuidados 
Intensivos”, el “Foro de Sepsis Internacional”, o la “Sociedad de Medicina de Cuidados 
Críticos”, pusieron en marcha una serie de iniciativas, como las guías internacionales de la 
“Campaña para sobrevivir a la Sepsis” (SSC) publicadas en revistas de alto factor de impacto 
como “Critical Care Medicine”33 e “Intensive Care Medicine”33, donde se resumen las pautas de 
actuación clínica sobre sepsis grave y shock séptico, actualizandose en 2012, publicadas en 
201334, 35 (tabla 3). 
Según la modificación de las guías de la SSC del 2012, se definen los criterios de sepsis como: 
 
CONCEPTO DEFINICIÓN CRITERIOS 
Sepsis Infección conocida o 
sospechada asociada a 
manifestaciones clínicas 
Manifestaciones clínicas: 
-Temperatura > 38ºC o < 36ºC 
-Taquicardia > 90 lpm  
-Taquipnea > 20 rpm o PaCo2 
< 32mmHg 
-Leucocitosis 12x10 9/L o   
Leucopenia <4x10 9/L o >10% 
formas inmaduras 
Sepsis Severa Sepsis + disfunción de un 
órgano o hipoperfusión tisular 
secundaria a la infección 
Hipoperfusión tisular: 
-Hipotensión (TAS<90mmHg o 




-Confusión, obnubilación del 
SNC 
Shock Séptico Hipotensión refractaria a pesar 
de adecuada resucitación con 




Tabla 3. Criterios diagnósticos de SSC, publicadas en 2013 
 
En 2016 una nueva conferencia “The Third International Consensus Definitions for Sepsis and 
Septic Shock” (SEPSIS-3), remodela las definiciones nuevamente, eliminando el concepto de 
SIRS y sepsis severa, y pone el foco en la fisiopatología de la sepsis, que cobra una mayor 
relevancia en las nuevas definiciones36: 
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Además, se introduce un nuevo concepto llamado “q SOFA” (quick SOFA) basado en la escala 
de gravedad más usada por las unidades de cuidados críticos, la escala SOFA (Sequential 
Organ Failure Assessment), que trata de poner a los clínicos en la pista con antelación a 
posibles pacientes que pueden estar desarrollando infección y disfunción orgánica (tabla 4). 
 
 CRITERIOS q SOFA (Quick SOFA) 
-Frecuencia respiratoria > 22 rpm 
-Glasgow Coma Scale (GCS) 13 o < 
-Presión arterial sistólica (PAS)< o = 100 mmHg 
 
Tabla 4. Criterios q SOFA. Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic 
Shock (Sepsis-3) 
 
Así pues, queda definido el fallo multiorgánico como un cambio agudo en la escala SOFA, con 
un incremento de >2 puntos en la escala SOFA, secundario a un proceso infeccioso, 
asumiendo una puntuación de 0 en los pacientes en los que se desconoce la existencia previa 
de disfunción orgánica. 
Se define SEPSIS como infección sospechada o documentada asociada a un incremento 
agudo en > o = 2 puntos en la escala SOFA, Y SHOCK SEPTICO como sepsis asociada a la 
necesidad del uso de vasopresores para mantener un TAM > o = 65 mm Hg y presencia de 
lactato >2mmol/L a pesar de una correcta fluidoterapia37.  
 
  I.B.2 ESCALAS DE GRAVEDAD 
 
Las escalas de gravedad son instrumentos de diagnóstico, así como pronóstico, y de ayuda 
también en la toma de decisiones terapéuticas en los pacientes sépticos. Estas escalas son 
diseñadas a partir de grandes bases de datos donde hay numerosas variables de mayor 
impacto sobre la gravedad de la sepsis.  Las variables que son parte de un especifico 
“score” (escala) deben ser previamente ponderadas tanto por la opinión de expertos como 
datos estadísticos que las validen. 
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Fundamentalmente, las escalas de gravedad han de cumplir con dos características; tener 
capacidad de predecir la supervivencia valorada en función de su curva ROC (“Receiver 
Operating Characteristic”), y en segundo lugar, ser capaz de discriminar o la capacidad de 
exactitud ante la predicción dada38.  
Una de las principales dificultades que encuentra la aplicación de estas escalas, es debida 
principalmente a la variedad de los casos tratados, siendo este un impedimento importante en 
su utilización real para la toma de decisiones individuales, pero si pudiendo ofrecer una 
orientación general. 
En los índices de gravedad, atendiendo al pronóstico de un paciente tratado en una unidad de 
cuidados intensivos, las variables podemos clasificarlas en crónicas y agudas. Las crónicas son 
la edad y las enfermedades crónicas anteriores al primer día de diagnóstico de sepsis. Las 
agudas son los desórdenes fisiológicos o las disfunciones orgánicas. 
Por lo tanto, en líneas generales podemos clasificar las escalas de gravedad según sean 
objetivas o subjetivas, y en función de si son índices usados durante el primer día de 
enfermedad o a lo largo de la estancia en UCI (Tabla 5). 
 
   
INDICE 
 
Índices “del 1ª día” 




Subjetivos SAPS I  
APACHE II 
 










SAPS: Simplified acute physiologic score; APACHE: Acute physiology and chronic evaluation; 
MPM: Mortality probability model; LOD: Logistic organ dysfunction; OSF: Organ system failure; 
ODIN: Organ dysfunction and/or infection; MOSF: Multiple organsystem failure; SOFA: 
Sequential organ failure assessment. 




Los principales índices de gravedad más usados en las UCI son: 
  
APACHE-II (“Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II”): (Imagen 1) Es un 
sistema de valoración pronóstica de mortalidad a través de la medición de 12 variables 
fisiológicas que obtienen un valor final que es predictivo de mortalidad. Por tanto, es una escala 
estática que se mide en el momento de ingreso utilizando los peores valores obtenidos en las 
primeras 24h de este39.  Aun existiendo actualizaciones del APACHE, siendo la última versión 
el APACHE IV, no son tan usadas por las UCI, cuyos especialistas siguen utilizando esta 
versión. 
Las ventajas de los índices denominados del primer día, como la escala APACHE II es que las 
variables se registran una sola vez durante la estancia: el día del ingreso del paciente. Se 
anotan las principales características del paciente y de su enfermedad y se evalúan según su 
importancia en la determinación del pronóstico.  
Se considera un índice de primera generación ya que es subjetivo y está basado en un modelo 
de probabilidad. La puntuación APACHE II refleja la gravedad de la sepsis y se correlaciona 
adecuadamente durante las primeras 24 horas con la mortalidad, a mayor puntuación mayor 
mortalidad. Por esta razón, se considera un índice del primer día40.  
SAPS III (“Simplified Acute Physiology Score”): (Imagen 2) Se trata de una escala 
simplificada similar al APACHE-II, que evalúa la gravedad. Su valor se haya con los peores 
datos de las primeras 24h tras el ingreso del paciente en la UCI41.   
SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”): (Imagen 3) Al mismo tiempo que las 
escalas de primer día, se crean escalas para determinar el fallo de órgano durante la estancia 
en UCI de un mismo paciente. Esta escala es dinámica, y por consiguiente utilizada para la 
evaluación continua de la situación de seis órganos o sistemas42. Es una escala sencilla y fácil 
de calcular, siendo capaz de independizar el grado de disfunción de cada órgano de una 
manera secuencial en el tiempo. 
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MEDS (“Mortality in Emergency Department Sepsis”): (Imagen 4) Consiste en una escala 
que predice mortalidad a los 28 días utilizada fundamentalmente en los servicios de urgencias 
en los pacientes sépticos, y que se realiza valorando ocho variables43.    
IPS (“Infection Probability Score”): (Imagen 5) En esta escala se predice la infección 
valorando seis variables fácilmente medibles. Cuando el resultado es inferior a 14 la 
probabilidad de infección se reduce a un 10%44.   
CPIS (“Clinical Pulmonary Infection Score”): (Imagen 6) Se trata de una escala predictora 
de NAV, y para ello evalúa seis ítems relacionados con infección45. Es una herramienta 
complementaria a otros marcadores diagnósticos pero no posee buena sensibilidad ni 
especificidad tanto diagnostica como pronóstica46.   
 
I  
Imagen 1. Escala de gravedad del prier dia APACHE II. ( 0-4 puntos; 4% probabilidad 
mortalidad, 5-9 puntos; 8 % probabilidad de mortalidad, 10-14 puntos; 15% probabilidad de 
mortalidad, 15-19 puntos; 25% probalidad de mortalidad, 20-24 puntos; 40% probabilidad de 
mortalida, 25-29 puntos; 55% probabilidad mortalidad, 30-34 puntos; 75% probabilidad de 




Imagen 2. Score SAPS III (Hasta 21 puntos; 0% mortalidad, 22-44 puntos; 1-10% probabilidad 
mortalidad, 44-52 puntos; 10-20 % probabilidad de mortalidad, 53-57 puntos; 20-30% 
probabilidad de mortalidad, 58-62 puntos; 30-40% probalidad de mortalidad, 63-67 puntos; 40-
50% probabilidad de mortalidad, 68-72 puntos; 50-60% probabilidad mortalidad, 73-78 puntos; 
60-70% probabilidad de mortalidad, 79-86 puntos: 70-80% probabilidad de mortalidad, 87-96 
puntos: 80-90% probabilidad de mortalidad, 91-112 puntos: 90-95% probabilidad de mortalidad, 






Imagen 3. Escala de gravedad durante la estancia SOFA (un incremento en la escala SOFA de 
>2 puntos se asocia a un aumento en la mortalidad, valores por encima de 8 se asocian con 
alto riesgo de mortalidad)   
 
 
MEDS SCORE (Mortality %): 0-4 points = Very Low (0.9%), 5-7 points = Low (2%), 8-12 points 
= Moderate (7.9%), 13-15 points = High (20%), >15 = Very High (39%) 
Imagen 4. MEDS Score 
 
 









El diagnóstico precoz y por consiguiente la toma de decisiones temprana en los pacientes con 
sospecha de sepsis es fundamental para su pronóstico y supervivencia. Por ello es de gran 
importancia tener a nuestra disposición pruebas diagnósticas rápidas y fiables que nos orienten 
en el manejo terapéutico diario. 
Durante el proceso de la sepsis tiene lugar una compleja y extensa interacción entre 
mediadores bioquímicos produciendo numerosas moléculas circulantes que podemos usar 
como marcadores de presencia e incluso gravedad del proceso séptico. 
La microbiología, el cultivo microbiológico sigue siendo una herramienta fundamental para 
conformar la presencia de infección en un paciente con fallo de órgano. Sin embargo, conlleva 
el consumo de mucho tiempo y a menudo se asocia a resultados falsos negativos47.  En la 
actualidad, existen nuevas técnicas más rápidas con buena sensibilidad y que permiten realizar 
un diagnóstico más individualizado. Entre ellas, cabe destacar a la cabeza de la microbiología 
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clínica el diagnóstico molecular, la microbiología digital y las técnicas de espectrometría de 
masas (MALDI-ToF y ESI-ToF). En la sepsis, ante un hemocultivo positivo implementaremos el 
resultado y el tratamiento con el uso de MALDI-ToF directo junto con la detección de ciertos 
genes de resistencia así como el uso de técnicas basadas en la PCR48. 
Así pues, se han evaluado una gran cantidad de moléculas con el fin de encontrar el mejor 
biomarcador de sepsis49 . Un marcador ideal ha de tener una alta sensibilidad y especificidad, 
permitiendo detectar a todos los pacientes enfermos y evitando que los que no lo estén sean 
diagnosticados erróneamente. Así mismo, ha de ser capaz de reflejar de forma precoz la 
presencia de infección y reflejar el progreso de la misma y la respuesta al tratamiento50, 51. 
Debemos tener presente las diferencias existentes en cada sujeto, puesto que cada paciente 
conlleva diferentes características como la edad y el sexo, que influirán en la sensibilidad y 
especificidad de los marcadores.  
Los marcadores más extensamente usados y con un mayor conocimiento a nivel de infección 
son la proteína C reactiva (PCR) y la procalcitonia (PCT). 
La proteína C reactiva fue descubierta por Tillet y Francis en 1930. Es una proteína no 
glicosilada, que se encontró en el suero de los pacientes infectados con S. pneumoniae al 
observar que precipitaba con el polisacárido C de la pared del neumococo52. Por tanto, se trata 
de un reactante de fase aguda, que se sintetiza en el hígado por los hepatocitos en respuesta 
al daño tisular o la infección. Los hepatocitos son estimulados por las citoquinas IL-6 e IL-8 
para producir esta proteína 53, 54.  Los valores normales en plasma se sitúan < 10 mg/dl. Su 
producción aumenta pasadas entre 4 y 6 horas tras la agresión inicial, pudiendo elevarse varios 
cientos por encima del nivel basal en las primeras 24-48 horas55.  
La PCR se mantendrá elevada durante la fase aguda de la infección, volviendo a valores 
normales cuando cese la agresión. El punto de corte para la detección de infección se sitúa en 
torno a 10 mg/dl teniendo una sensibilidad del 88% y una especificidad del 58%, 
correlacionándose la concentración plasmática y la gravedad de la infección56. Una disminución 
en sus valores en las primeras 48 horas indica una respuesta eficaz de la terapia antibiótica57. 
Sin embargo, este biomarcador presenta ciertas limitaciones. Su especificidad moderada 
conlleva que de falsos positivos en procesos inflamatorios no infecciosos58. Además, su 
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farmacocinética es variable en función del sexo, edad o estilos de vida del paciente (alcohol, 
tabaquismo, obesidad). Por último, posee una cinética lenta de eliminación que hace que su 
capacidad pronóstica sea menor en comparación con otros biomarcadores59.   
La procalcitonina (PCT) se describió por primera vez como precursor de la calcitonina, siendo 
marcador tumoral para el cáncer medular de tiroides. La PCT es una pro hormona sintetizada 
por las células neuroendocrinas del tiroides y del pulmón que en condiciones normales su 
concentración plasmática es indetectable60.  Sin embargo, ante una infección bacteriana grave 
su concentración se eleva rápidamente en sangre, detectándose a las 4-6h de la agresión, con 
una concentración máxima entre 6-12h y un aclaramiento de 20-36h, lo cual permite la 
detección precoz de la infección, permitiendo monitorizar la evolución de las misma y la 
respuesta al tratamiento antibiótico61.  
La presencia de endotoxinas y exotoxinas bacterianas hace que se imposibilite la hidrólisis de 
procalcitonina a calcitonina, de ahí su elevación en infecciones bacterianas graves. 
Desafortunadamente, no es especifica de las mismas puesto que puede verse elevada también 
en infecciones fúngicas sistémicas, en traumatismos o en pacientes con fallo renal 62. A pesar 
de todo ello, cuando se compara con otros biomarcadores, la PCT presenta una mayor 
sensibilidad y especificidad en sepsis63, siendo superior tanto en la diferenciación entre un 
proceso infeccioso de uno no infeccioso, como en la distinción entre la infección bacteriana de 
la vírica.  
Los valores normales de la PCT en sangre son menores a 0,5 ng/ml. Se consideran anormales 
valores por encima de esta cifra, pudiendo darse en pacientes con infección pero también en 
enfermedades crónicas autoinmunes o infecciones leves o moderadas. Valores superiores a 10 
ng/dl se asocian a una alta probabilidad de tener sepsis grave y desarrollar síndrome de 
disfunción multiorgánica64.   
Además, valores mantenidos de PCT son útiles en la valoración de la efectividad del 
tratamiento y en este sentido hay estudios que correlacionan los cambios de valor de la PCT 
con la mortalidad de los pacientes, afirmando que una disminución significativa en los valores 
de éste marcador pronostica mejores resultados en la supervivencia, cuando además sus 
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valores habían alcanzado cifras superiores a 10ng/ml, y a su vez también relacionando estas 
observaciones con el valor del score SOFA65. 
A parte de la PCR y la PCT, podemos observar otros marcadores biológicos que pueden 
ayudarnos en la definición y pronóstico de la sepsis: 
El lactato ha demostrado ser buen marcador para valorar la evolución y la mortalidad del 
paciente. La elevación de este parámetro se traduce en hipoxia e hipoperfusión tisular como 
consecuencia del aumento del metabolismo anaerobio que tiene lugar en los procesos 
sépticos. Su disminución durante las primeras horas del tratamiento ha demostrado 
correlacionarse con la disminución en la mortalidad de los pacientes66. 
Recientemente se ha estudiado la pro-adrenomedulina (proADM) en sus funciones en los 
procesos infecciosos. La adrenomedulina fue descrita primeramente como vasodilatador67, 
siendo usada como biomarcador su parte intermedia, la proADM, debido a su mayor 
estabilidad. Sus niveles en condiciones normales son mínimos, aumentando en procesos 
patológicos cardiacos, respiratorios, renales y sépticos. Su síntesis y secreción es regulada por 
citoquinas inflamatorias, LPS, hormonas (glucocorticoides, angiotensina II, aldosterona) y 
factores de hipoxia, isquemia, estrés oxidativo o la hiperglucemia68. En el shock séptico se 
elevan sus valores debido a la disminución de su aclaramiento y al aumento de su producción 
por las citoquinas. Funciona como un biomarcador en sepsis tanto de diagnóstico como 
pronóstico, puesto que niveles más elevados de proADM se correlacionan con pacientes de 
mayor gravedad y mayor tasa de mortalidad67-69.  
Otros biomarcadores relacionados con la sepsis son las citoquinas: Interleucina 6 y 8 (IL-6 y IL-
8), a las que se les atribuye capacidad de predicción de mortalidad70-72 o bien IL-10, IL-18, TNF 
a, MIF (macrophage migration inhibitory factor) o MCP-1 (proteína quimiotáctica de monocitos), 
cuyos niveles se encuentran más elevados en los pacientes sépticos que fallecen en 
comparación con los que sobreviven73. Así pues, vemos en el estudio de Andaluz-Ojeda D.et al 
que evalúan el valor pronóstico de la presencia en el paciente séptico de la combinación de 
citoquinas pro-inflamatorias y antiinflamatorias IL-8, IL-6, MCP-1 e IL-1074.  
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Otros biomarcadores como CD64 o suPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor) 
están en investigación y su validez para diagnóstico y pronostico en sepsis requieren de 
estudios de validación75. 
Hasta el momento presente se han evaluado más de 180 biomarcadores diferentes por su 
potencial para la detección de infección y sepsis, dando lugar a numerosos estudios clínicos y 
preclínicos73, 75, 76. Sin embargo, no existe todavía ningún marcador que individualmente haya 
demostrado suficiente sensibilidad y especificidad para su uso clínico.  
El análisis de la expresión génica está demostrando un gran potencial para mejorar el 
diagnóstico y la evaluación de pronóstico de la sepsis77-80. El problema es que hasta ahora las 
tecnologías disponibles para analizar el ARNm eran o bien de uso exclusivo en investigación 
por su alta complejidad (microarrays, ultrasecuenciación), o presentaban problemas de 
estandarización, como la PCR a tiempo real81, 82. Estos problemas se han solventado con la 
aparición de técnicas de PCR de última generación como la PCR digital, sobre la cual se 
comentará más adelante. 
 
I.C) SISTEMA INMUNE Y SEPSIS 
 
El sistema inmune (SI) juega un papel fundamental en la sepsis, y así se ve reflejado en las 
últimas definiciones de consenso del año 2016, siendo las alteraciones en la regulación de la 
respuestas del  huésped el evento central de la patogénesis de la enfermedad, entre las cuales 
está la respuesta inmune 83, 84. La gran heterogeneidad de la enfermedad pone en juego la 
alteración a la vez tanto del sistema inmunológico, como el sistema inflamatorio y el sistema de 
coagulación, con una alta variabilidad de un paciente a otro. 
Algunos factores tales como la virulencia del patógeno o el grado de invasión que presenten los 
tejidos, así como las comorbilidades del paciente, intervienen en la respuesta a la infección85. 
Entre las manifestaciones clínicas que puede desarrollar el paciente están el shock séptico, el 
síndrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA), o el síndrome de disfunción multiorgánica 
(MODS)86, 87.  
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En un escenario ideal, en el primer contacto del patógeno con el sistema inmune del huésped, 
éste sistema debería eliminar el microbio y volver a un estado de homeostasis. Cuando la 
enfermedad séptica se ha desarrollado, ésto no ocurre, haciendo que continúe la activación de 
los neutrófilos, así como los macrófagos y monocitos. Sin embargo, se desarrolla una 
sobreexpresión de las moléculas coestimuladoras de linfocitos y una rápida apoptosis de estos, 
por el contrario, se retrasa la apoptosis de los neutrófilos, contribuyendo así, a la patogénesis 
de la sepsis.  
La activación de los receptores de las células que participan en el SI innato reconociendo 
moléculas asociadas a los patógenos, produce una gran cascada de activación de mediadores 
inflamatorios como son TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, y IFN-γ. Esta reacción no sólo produce 
daño al patógeno sino que también produce alteraciones en el endotelio vascular, en la síntesis 
de proteínas en el hígado, en la quimiotaxis leucocitaria o incluso en la activación del sistema 
de coagulación88. 
El sistema de coagulación está íntimamente ligado al sistema inflamatorio, generando 
activación y consumo de trombina que acaba desarrollando una coagulación intravascular 
diseminada (CID)89. 
El rápido consumo de factores de la coagulación produce el desarrollo de una hemorragia de 
tipo difuso en la enfermedad séptica. Los receptores de las proteasas, que se encuentran en 
células endoteliales, neutrófilos y monocitos, se activan uniéndose a la trombina, factor Xa y 
factor tisular, lo que conlleva una activación del factor VIIa que activa la vía extrínseca de la 
coagulación, pero también la producción de mediadores proinflamatorios (IL-6, IL-8), y la 
adhesión molecular. Esta adhesión hace que se reclute en la vasculatura endotelial leucocitos 
activados, fundamentalmente neutrófilos que producen enzimas de lisis, así como radicales de 
oxígeno y nitrógeno que facilitan el fallo microcirculatorio y de órgano90 91. 
En los últimos años, son numerosos los estudios que han intentado esclarecer y cuantificar 
esta disrregulación inmunológica, incluso establecer un perfil inmunológico que permita 
distinguir un paciente séptico de uno no infectado84, 92-94. 
El estudio EXPRESS (Gene Expression In Sepsis) evaluó los perfiles de expresión génica que 
se daban en los pacientes sépticos ingresado en UCI durante un año de 2012 a 2013, 
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realizando un análisis transcriptómico de estos genes y relacionándolos con scores pronósticos 
como el SOFA95. Así, identificaron 2396 genes que se expresaban de manera diferente en un 
paciente con sepsis de un paciente quirúrgico sin la enfermedad. De ellos, 1394 se expresaban 
de forma mayor y 1032, por contrario, sufrían menores niveles de expresión, en comparación 
con un paciente sano.  
Aquellos genes que se observaron que sufrían una sobreexpresión estaban relacionados con la 
inmunidad innata codificando proteasas de neutrófilo y receptores de las interleuquinas IL-1 y 
IL-18, así como genes relacionados en la síntesis de las inmunoglobulinas. Estos genes 
pueden estar relacionados también con el daño endotelial y tisular. Los genes principalmente 
involucrados son: MMP8 (Metalopeptidasa 8), LCN2 (Lipocalina 2), OLFM4 (Olfactomedina), 
LTF (Lactotransferrina), PRTN3 (Polimorfonuclear leucocito serin proteasa), MPO 
(Mieloperoxidasa) 
Por el contrario, los genes cuya expresión está deprimida son aquellos asociados a la 
inmunidad adaptativa, con funciones que afectan a la presentación de antígeno (Imagen 7), 
fundamentalmente moléculas de clase HLA II, siendo de ellas la más significativa el HLA-
DRA92, 96, 97, pero también aquellos genes relacionados con la expresión de la respuesta de las 
células T y Natural Killers (NK). Los genes detectados relacionados con sinapsis inmunológica, 
que sufren una disminución de su expresión en la sepsis son fundamentalmente: HLA-DRA 
(Complejo mayor de histocompatibilidad clase II, DR alfa), CD40LG (Ligando de factor de 
necrosis tumoral), CD3E (glicoproteína CD3 de superficie células T) CD28 (glicoproteína CD28 
de superficie células T), ICOS (coestimulador inducible células T). Todos estos genes están 
asociados a la presentación de antígeno, y en la sepsis vemos como la expresión de estas 
moléculas esta disminuída tanto en tejidos linfoides como no linfoides, alterando la regulación 







Imagen 7. Presentación de Antígeno. Genes implicados en la sinapsis inmunológica. 
 
Así pues, como bien sabemos ahora, los pacientes con sepsis grave poseen una importante 
depleción de las células linfocitarias B , T, y de las células dendríticas98. En las primeras 24h 
del diagnóstico de sepsis, podemos observar en los pacientes una marcada linfopenia debida 
al desplazamiento de estas células del sistema circulatorio al sitio de infección, y también 
debido a la importante apoptosis que causa un déficit tanto de células T CD4 como CD8 en el 
torrente sanguíneo99, 100.  
Estudios que analizan los nódulos linfáticos de los pacientes fallecidos de sepsis observan y 
confirman la marcada depleción de células T CD4 y CD8. Además, las células T son 
considerablemente más susceptibles a la apoptosis en estados inflamatorios como es el 
desarrollo de un shock séptico y se encuentran por lo consiguiente todavía más 
depleccionadas en la sepsis101. 
En diversos estudios se observó esta misma respuesta del SI, en la que coexiste un 
incremento de la inmunidad innata frente a una depresión de la respuesta de la inmunidad 
adaptativa, demostrando lo inexacto de la teoría clásica que abogaba por una consecución de 
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fases de reacción inflamatoria exuberante dando paso posteriormente a un estado de 
depresión inmunitaria102-104.  
Además, el estudio EXPRESS demuestra la correlación significativa de un grupo de estos 
genes con la escala SOFA de fallo de órgano, así como su asociación con el pronóstico final de 
los pacientes sépticos. 
Así pues, la cuantificación de los niveles de expresión de estos genes representa una 
herramienta muy prometedora en la mejora de la detección y el pronóstico de la sepsis. 
 
I.D) TÉCNICAS DE PCR (Polymerasa Chain Reaction), PCR DIGITAL. 
 
La PCR es una de las técnicas que podemos emplear para el estudio de los perfiles de 
expresión de los genes. La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1998, consistiendo en el 
aislamiento y amplificación de fragmentos determinados de ADN, gracias a la acción de la 
ADN-polimerasa. 
La transcriptómica se encarga del estudio del conjunto de ácidos ribonucleicos (ARN) o 
transcritos, presentes en una célula o tejido, siendo el más importe el ARN mensajero (ARNm) 
puesto que es esencial en la producción de proteínas105. Por lo tanto, cada célula o tejido podrá 
activar o inhibir la expresión de determinados genes, y además a su vez estos patrones de 
expresión pueden modificarse a lo largo del tiempo y de igual modo frente a una enfermedad. 
Para la detección de ARN por la PCR, se realiza un paso previo que transforma ARN en ADN 
copia de cadena simple (ADNc), mediante la enzima llamada transcriptasa inversa. Así, esta 
nueva cadena de ADNc podrá ser detectada y amplificada por la PCR. 
Actualmente, se puede cuantificar el número de transcritos que expresa una célula o tejido y 
así conocer que genes se encuentran activos o no. Así pues, la transcriptómica ofrece 
aplicaciones para la clínica106, útiles en enfermedades como la sepsis, permitiéndonos 
comprender mejor la fisiopatología, también la identificación de nuevas dianas terapéuticas, así 
como la estratificación de pacientes o el descubrimiento de biomarcadores tanto diagnósticos 
(FRCER1A, LTF), como pronósticos (HLA-DRA).  
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Los avances en el campo de la biología molecular han permitido que la PCR haya 
evolucionado en gran medida a lo largo de los últimos años (Tabla 6). La primera generación 
de PCR es conocida como PCR convencional, detectando el producto de la ampliación 
mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, siendo una medición cualitativa, es 
decir podemos decir sí hemos detectado un transcrito, positivo o negativo, pero no la cantidad 
de este en ninguno de los puntos de la reacción.   
La segunda generación, PCR cuantitativa a tiempo real (q PCR), detecta la presencia o 
ausencia de un fragmento de ADN determinado utilizando sondas fluorescentes, lo que permite 
medir la amplificación del producto mientras progresa la reacción. Realiza una medición 
cuantitativa relativa, puesto que determina la cantidad de copia detectadas interpolando en una 
curva de referencia. Por lo tanto puede verse afectada por muchos factores como la eficiencia 
de la reacción o el ruido de fondo. 
Y por último, la tercera generación, PCR digital, es una combinación de las anteriores 
manteniendo el uso de sondas fluorescentes, que permite conocer los niveles de expresión de 
un gen en particular, y todo ello de forma más sensible y precisa que las anteriores, con unas 
tasas de error menores107 . Se trata de una cuantificación absoluta, realiza una lectura de punto 
final, positivos o negativos, siendo capaz de darnos una medida exacta del numero de copias 
detectadas, lo que la hace muy útil en el análisis de la expresión génica. 
 





















La PCR digital funciona mediante la partición de una o varias muestras de ADN o ADNc en 
muchas reacciones de PCR individuales que se realizan en paralelo. Alguna de estas 
reacciones contienen la molécula objetivo (positivo, habrá amplificación), y otras por el 
contrario no (negativo), determinándose también la cantidad de moléculas de ADNc presente 
en cada partición en función de su nivel de fluorescencia108. 
Las aplicaciones que tiene esta técnica son numerosas pues permite la cuantificación absoluta 
de una secuencia de ADN o ARN, así como la detección de secuencias escasas pudiendo 
amplificar genes individuales de una muestra compleja, y también siendo capaz de detectar la 
variación en el número de copias de un gen asociado a una determinada enfermedad.  
Tiene un papel fundamental en el análisis de la expresión génica puesto que permite la 
cuantificación absoluta de los niveles de expresión de forma directa y precisa, siendo en 
concreto de gran utilidad cuando los transcritos son poco abundantes o las muestras son 
complejas107-109. 
Por lo tanto, en nuestro trabajo pretendemos evaluar la cuantificación de los niveles de 
expresión en sangre de genes involucrados en la sinapsis inmunológica mediante PCR digital y 
su utilidad como herramienta diagnostica para diferenciar al paciente quirúrgico con sepsis del 
paciente quirúrgico que no presenta la enfermedad, así como evaluar su capacidad para 
predecir el riesgo de mortalidad. Además hemos estudiado si la combinación con los valores de 


































II.  JUSTIFICACIÓN 
 
La sepsis es una enfermedad prevalente en los pacientes quirúrgicos, en los cuales causa una 
gran morbimortalidad. Los casos quirúrgicos constituyen un tercio del total de los casos de 
sepsis3. La alta prevalencia e incidencia de sepsis a nivel mundial y la alta probabilidad de 
mortalidad en más de un 39%, cuando se presenta en su forma más grave, hace que su 
diagnóstico y tratamiento precoz cobren una relevancia fundamental110, 111. 
Así pues, en los pacientes quirúrgicos que sufren sepsis, es de vital importancia el control del 
foco infeccioso, pero sigue siendo un reto identificar a la mayor brevedad posible a estos 
pacientes112, 113. En estos pacientes algunos de los signos precoces que nos harían sospechar 
del desarrollo de sepsis, puede confundirse un estado proinflamatorio con el desarrollo de 
hipertermia debido a la propia cirugía o un estado mental alterado producido por la 
administración de potentes analgésicos, o bien una reducción en la diuresis fruto de la 
necesidad de mayor aporte de fluidos postoperatorios, incluso se podría asociar la hipoxia a 
múltiples causas que no sean la sepsis. 
El uso de biomarcadores nos ayuda en el diagnostico ante la sospecha de sepsis en los 
pacientes quirúrgicos49.  En la sepsis vemos la presencia de una inflamación exacerbada a la 
vez que coexiste una depresión en las moléculas involucradas en la participación de la sinapsis 
inmunológica114. Por lo tanto, la combinación de biomarcadores que reflejen el estado 
proinflamatorio, con aquellos que muestran inmunosupresión podría ser una herramienta de 
utilidad en la compleja tarea de la detección precoz de los pacientes sépticos74, 115, 116. 
La procalcitonina (PCT), como biomarcador en el contexto de sospecha de sepsis ante un 
paciente con antecedentes, clínica compatible, y pruebas microbiológicas que confirmen el 
diagnostico, sigue siendo una herramienta valiosa y una de las más usadas para alcanzar un 
diagnóstico precoz de la enfermedad. Por otra parte, la medición la expresión génica en sangre 
de la molécula HLA-DR es una herramienta prometedora en la evaluación del grado 
inmunosupresión, así como de predicción de mortalidad en la sepsis92, 117, 118. Para la 
cuantificación de la expresión génica de los niveles de HLA-DR en sangre hemos empleado la 
última generación de la reacción en cadena de la polimerasa llamada droplet digital PCR 
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(ddPCR), la cual permite conocer los niveles de expresión de un gen en particular, y todo ello 
de forma más sensible y precisa que las anteriores generaciones, con menores tasas de 
error96, 107. 
Nuestro trabajo es el primero que estudia la cuantificación de los genes alterados de la sinapsis 
inmunológica analizando sus niveles de expresión mediante una tecnología novedosa como la 
PCR digital en pacientes con sepsis y que además analiza la combinación de un biomarcador 
que refleja la fase proinflamatoria como la PCT con la fase de inmunosupresión representada 














































III.  HIPÓTESIS 
 
En la sepsis existe disfunción de la sinapsis inmunológica. La cuantificación de la 
expresión de genes que codifican proteínas participantes en la misma mediante PCR 
digital puede ser una buena herramienta para la identificación de sepsis en pacientes 
quirúrgicos, así como para la predicción de su pronóstico. La combinación de la 
cuantificación de la expresión de estos genes con los niveles de procalcitonina podría 


























































• Evaluar si la cuantificación de niveles de expresión en sangre de genes de la sinapsis 
inmunológica mediante PCR digital permite diferenciar al paciente quirúrgico con sepsis 
del paciente quirúrgico que no presenta sepsis. 
 
• Evaluar si la combinación de la cuantificación de los niveles de expresión de genes de 
la sinapsis inmunológica junto con los valores de procalcitonina puede mejorar el 
rendimiento de esta última para el diagnóstico de la sepsis en pacientes quirúrgicos. 
 
 
• Evaluar si los niveles de expresión de los genes de la sinapsis inmunológica se asocian 





• Reclutar prospectivamente una cohorte derivación y una cohorte de validación de 
pacientes en los hospitales colaboradores con el estudio en Valladolid procedentes del 
Hospital Universitario Rio Hortega, Hospital Clínico Universitario y de Salamanca del 
Hospital Clínico Universitario. 
 
• Describir las características clínicas de los pacientes reclutados. 
 
• Desarrollar un método de cuantificación de la expresión de genes de la sinapsis 


























V.  MATERIAL Y MÉTODOS 
 
• Diseño del estudio 
Se trata de un estudio observacional prospectivo donde se recogieron datos demográficos, 
clínicos y de laboratorio de pacientes quirúrgicos ingresados en la planta de los servicios de 
cirugía general, Unidades de Reanimación y Unidades de Cuidados Críticos del Hospital 
Universitario Río Hortega de Valladolid, Hospital Universitario Clínico de Valladolid y Hospital 
Universitario Clínico de Salamanca durante el periodo de abril 2013 a enero de 2018 y que 
desarrollaron signos de infección, así como también pacientes quirúrgicos control sin infección. 
También se reclutaron donantes sanos, no habiendo sido sometidos a cirugía, que procedieron 
del centro de hemoterapia de Castilla y León. 
• Pacientes  
Se definieron los siguientes criterios para la selección de pacientes: 
- Criterios de inclusión: pacientes quirúrgicos ≥ de 18 años de edad con signos de 
infección y sospecha de sepsis que ingresaron en las plantas de los servicios de 
cirugía general, REA o UCI del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid, 
Hospital Clínico Universitario de Valladolid y Hospital Clínico Universitario de 
Salamanca. 
Grupo control sanos: pacientes sanos donantes del banco de sangre. 
Grupo control de pacientes quirúrgicos: pacientes quirúrgicos ingresados sin signos de 
infección. 
Grupo casos de pacientes quirúrgicos con sepsis: pacientes quirúrgicos ingresados con 
signos de infección, sospecha o confirmación de sepsis, reclutados en las primeras 24h 
desde el inicio de los signos de infección (de acuerdo a la definición propuesta por “the 
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus 
Conference”)27, 119. 
Grupo casos de pacientes quirúrgicos con shock séptico: pacientes quirúrgicos 
ingresados con diagnóstico de sepsis, que requieren la administración de fármacos 
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vasoconstrictores, o fallo orgánico grave (de acuerdo a la definición propuesta por “the 
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus 
Conference”)27, 119. 
- Criterios de exclusión: pacientes menores de edad, o bien que no firmen el 
consentimiento informado. 
 
Se reclutaron dos cohortes de pacientes diferentes, una inicial a la que llamamos cohorte I 
o derivación, y una cohorte posterior llamada cohorte II o de validación, en la que 
confirmamos nuestros resultados obtenidos en la primera cohorte (Imagen 8). 
- Cohorte I o derivación: se reclutaron 101 pacientes adultos (≥18 años) hospitalizados 
en el servicio de Cirugía o en las Unidades de Reanimación Quirúrgica de los 
hospitales participantes, diagnosticados de sepsis (de acuerdo a la definición propuesta 
por “the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine 
Consensus Conference”)27, 119 prospectivamente en el estudio desde Abril de 2013 
hasta Enero de 2016. Se reclutó un grupo control, constituido por 53 pacientes 
quirúrgicos sin signos de infección. Finalmente, se reclutaron 16 donantes de sangre, 
todos ellos de edades similares a las de los pacientes. Se utilizó un protocolo estándar 
de recogida de datos clínicos, incluyendo la historia clínica, examen físico, análisis 
hematológico, bioquímico, microbiológico y pruebas radiológicas. Las decisiones de 
tratamiento se tomaron de forma individual no estandarizada por un médico 
especialista.  
 
- Cohorte II o validación. Esta cohorte estaba constituida por un total de 74 pacientes 
adultos (≥18 años) hospitalizados en el servicio de Cirugía o en las Unidades de 
Reanimación Quirúrgica de los hospitales participantes, con el diagnóstico de sepsis 
(de acuerdo a la definición propuesta por “the American College of Chest 
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference”)27, 119 incluidos 
prospectivamente en el estudio en las fechas de Enero 2017 a Enero 2018. Se reclutó 
además un grupo control formado por 21 pacientes quirúrgicos sin signos de infección. 
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Se diseñó un protocolo estándar de recogida de datos clínicos, incluyendo la historia 
clínica, examen físico, análisis hematológico, bioquímico, microbiológico y pruebas 
radiológicas. Las decisiones de tratamiento se llevaron a cabo de forma individual no 




Imagen 8.  Esquema pacientes reclutados. 
 
• Comite ético y Consentimiento informado: 
 
El estudio fue aprobado por los respectivos Comités de ética para la investigación clínica de los 
hospitales participantes (Hospital Universitario Rio Hortega, Hospital Clínico Universitario de 
Valladolid y Hospital Clínico Universitario de Salamanca). Los métodos utilizados siguen la 
legislación española para la investigación Biomédica del 2007. El consentimiento informado 
escrito fue obtenido de todos los pacientes participantes o bien de sus familiares o 



























• Selección de Genes 
 
Los genes seleccionados participan en la presentación de antígeno, es decir, en la sinapsis 
inmunológica entre la célula presentadora de antígeno y el linfocito T CD4 114: HLA-DRA, 
CD40LG, CD3E, CD28 y ICOS (tabla 7). 
 
 
Moléculas presentadoras de antígeno 
Disminuidas en los tejidos linfoides y no linfoides, 
disregulación de células T y anticuerpos. 
 
HLA-DRA (Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
clase II, DR alfa) 
 
Presentación de péptidos de los antígenos para que 
sean reconocidos en su la superficie por las células T 
CD4 
 
CD40LG (Ligando Factor de Necrosis Tumoral) 
 
Expresado en la superficie de las células T. Regula la 
función de las células B, uniéndose a ellas en superficie 
 
CD3E (Glicoproteina de superficie de las células T) 
 
 
Forma el complejo CD3-receptor en las células T 
activando vías de transducción al reconocer señales 
activadas por el antígeno 
 
CD28 (Glicoproteina de superficie de las células T) 
 
 
Este gen está involucrado en la activación de la célula T, 
su proliferación, la producción de citoquinas y la 
supervivencia de las células T. 
 
ICOS (Coestimulador inducible de las células T) 
 
Promueve la respuesta de la célula T ante el estímulo 
de un antígeno extraño y la secreción de anticuerpos 
por las células B. 
 
Tabla 7. Genes seleccionados para el estudio, implicados en la sinapsis inmunológica que ven 





• Recogida de muestras: 
 
Todas las muestras se recogieron en las primeras 24h a la sospecha o diagnóstico de infección 
o en las siguientes 12h en el caso de los controles quirúrgicos. Se tomaron de cada paciente y 
de cada control dos tubos PaxGene para el análisis de expresión génica y un tubo EDTA para 
cuantificación de procalcitonina en plasma. Además se realizaron las siguientes peticiones de 
rutina en el laboratorio de análisis clínicos de cada hospital (Imagen 9): 
- Laboratorio de urgencia: Leucograma con cayados más el perfil de Urgencias al que se añade 
la medición de bilirrubina Total, PCR, ácido láctico, PCT, GOT. Coagulación: Tiempo de 
Protrombina, TTPA.  
-Microbiología: Cultivo guiado por foco de sospecha de infección, y/o dos hemocultivos 
periféricos de accesos diferentes (en los pacientes con sospecha o diagnóstico de infección) 
 
 




• Cuantificación de la expresión génica y procalcitonina: 
 
Para el análisis de la expresión génica se recogieron muestras de 2,5 mL de sangre usando los 
tubos especiales de colección de sangre Pax Gene, en las primeras 24 horas al diagnóstico de 
sepsis o en las 12 horas siguientes a la cirugía en el caso de los grupos quirúrgicos control. Las 
muestras de los donantes sanos fueron recogidas en el momento de la donación de sangre. El 
ARNm total fue extraído de las muestras sanguíneas usando el PAXgene Blood RNA System 
(PreAnalytix, Hombrechtikon, Suiza). Se evaluó la concentración y la calidad de las muestras 
por espectometría (Nano-Drop ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) y RNA 
Experion Bioanalyzer (BioRad, CA). Sólo las muestras de buena calidad y concentración fueron 
evaluadas por PCR digital. La expresión de los genes fue cuantificada por PCR digital (BioRad) 
usando sondas TaqMan Assay marcadas en FAM con MGB como “quencher” (Thermo 
Fisher/Scientific-Life Technologies, Waltham, MA): HLA-DRA (Hs00219575_m1), ICOS 
(Hs04261471_m1), CD40LG (Hs00163934_m1), CD28 (Hs01007422_m1), CD3E 
(Hs01062241_m1). Se generó ADNc de cada muestra utilizando un termociclador Techne TC-
512 (Bibby-Scientific, Staffordshire, OSA, UK) comenzando desde 1000 ng de ARNm usando el 
kit “iScript Advanced cDNA Synthesis Kit” de BioRad. El volumen obtenido de ADNc (20uL) se 
diluyó (1/25) y se utilizaron 2,5 uL (5ng de mRNA total) para la cuantificación de la expresión de 
cada gen, según las especificaciones del fabricante. El análisis de PCR digital, fue realizado 
mediante la plataforma BioRad QX200 ddPCR system, utilizando reactivos estándar de BioRad 
para la generación y lectura de las gotas. 
La medición de procalcitonina en plasma se realizó mediante inmunoensayo de 
electroquimioluminiscencia en un analizador químico (Cobas 6000, Roche Diagnostics Meylan, 
France) en las muestras recogidas durante las primeras 12 horas del diagnóstico de sepsis o 
en las primeras 12 horas posteriores a la cirugía en el caso de los controles, con un límite de 
detección de 0,02 ng/mL. Los niveles de PCR fueron medidos mediante un método 
inmunoturbidimétrico (e501 Module Analyzer, Roche Diagnostics), con un límite de detección 
de 0,15 mg/dL. 
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Ambas muestras, tanto las destinadas a la cuantificación de HLA-DRA como a la de PCT 
fueron almacenadas a -80ºC para ser procesadas en el mismo momento con las mismas 
plataformas para evitar así sesgos debidos al análisis en diferentes plataformas. 
 
• Análisis Estadístico: 
 
Para la comparación de variables cuantitativas continuas se empleó el test de Mann Whitney. 
Para la comparación de proporciones en variables categóricas se empleó el test ᵡ2. Para 
calcular la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores para distinguir entre presencia / 
ausencia de sepsis o para distinguir supervivientes de no supervivientes se utilizó el test del 
área bajo la curva. Se calculó el punto del área bajo la curva más próximo a la esquina superior 
izquierda (“optimal operating point”) utilizando la siguiente fórmula:  
OOP = √(1 − 𝑠𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑)2 + (1 − 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑)2  
Para calcular diferencias entre áreas bajo la curva se utilizaron los test de Hanley - McNeil o el 
de DeLong.  
Para evaluar la capacidad de los niveles de expresión de HLA-DRA para predecir mortalidad, 
así como la capacidad del ratio PCT/HLA-DRA y de la PCT para identificar presencia o 
ausencia de sepsis se utilizaron modelos de regresión logística multivariante. Las variables de 
confusión se eligieron mediante regresión logística univariante, con punto de corte p = 0.1. Para 
estos modelos se crearon variables categóricas en base a los OOPs calculados en las áreas 
bajo la curva.  
Para evaluar el impacto de los niveles de expresión de HLA-DRA en el tiempo de supervivencia 


































VI.  RESULTADOS 
 
• Características clínicas de los pacientes de la cohorte I 
 
En nuestra cohorte I o derivación predominan los hombres de edad avanzada con 
comorbilidades, siendo la hipertensión arterial, las enfermedades cardiovasculares crónicas, la 
diabetes mellitus y el cáncer los antecedentes más comunes120-122. La cirugía abdominal fue la 
más frecuente en esta cohorte. De los 62 pacientes sometidos a cirugía abdominal, 46 
pacientes presentaron un foco infeccioso de origen abdominal, 3 pacientes presentaron el foco 
en la herida quirúrgica, 2 pacientes sufrieron infección urológica como origen de la sepsis, 2 
pacientes tuvieron un foco respiratorio, 1 paciente tuvo Gangrena de Fournier, mientras que en 
los 8 pacientes restantes no se evidenció el origen del foco. La necesidad de cirugía urgente 
fue más frecuente entre los pacientes con sepsis. La enfermedad fue de origen nosocomial en 
60 casos. En estos casos la sepsis siguió a la cirugía. En 41 pacientes, la sepsis se originó en 
la comunidad, siendo la causa de la cirugía. Los pacientes con sepsis más grave, evidenciada 
por la escala SOFA, presentaron estancias hospitalarias más largas. Además, la mortalidad 
hospitalaria en el grupo de sepsis fue del 24,7%, no habiendo ningún caso de fallecimiento en 




En la cohorte I, en el 84% de los pacientes con sepsis (n=85) se consiguió demostrar al menos 
una identificación microbiológica positiva. En el 39,5% de los casos positivos, los cultivos 
mostraron anaerobios facultativos Gram negativos bacilos de la familia de los 
Enterobacteriaceae, siendo el microorganismo más común Escherichia coli (n=31). En el 
32,93% se detectó la presencia de aerobios o facultativos anaerobios Gram positivos cocos, 
siendo Staphylococcus epidermidis (n=10) y Enterococcus faecium (n=10) los microorganismos 
más frecuentes. Los hongos representaron el 5,99% de los cultivos positivos, siendo Candida 
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albicans el más común de ellos (n=6). Del resto de las muestras positivas, el 21,7%, 
pertenecieron a otras especies microbiológicas (tabla 9). 
 
MICROORGANISMO N (%) 
GRAM-NEGATIVOS (39,5%) 
Escherichia Coli 31 
GRAM-POSITIVOS (32,93%) 
Staphylococcus epidermidis 10 
Enterococcus faecium 10 
HONGOS (5,99%) 




Tabla 9. Microorganismos aislados en los pacientes quirúrgicos sépticos en la cohorte I 
 
• Características clínicas de los pacientes de la cohorte II 
 
En cuanto a la cohorte II o de validación, los pacientes sépticos reclutados tienen un perfil 
similar siendo en su mayoría hombres de edad avanzada con comorbilidades, siendo las más 
frecuentes la hipertensión arterial, la diabetes mellitus y el cáncer. Como observamos en la 
cohorte I, la cirugía abdominal fue el tipo de cirugía más frecuente también en esta cohorte, así 
como la cirugía urgente en el grupo de pacientes quirúrgicos con sepsis. La sepsis fue de 
origen nosocomial en 33 casos siendo la causa de la cirugía, y la escala SOFA obtuvo una 
puntuación más elevada en el grupo de los pacientes quirúrgicos sépticos, aunque sin 
diferencias significativos con respecto al grupo control. Los pacientes con sepsis tuvieron 
estancias más largas tanto en UCI como hospitalarias, y el 12,2% de los pacientes con sepsis 
murieron durante la hospitalización, no observándose ninguna muerte entre los grupos de  
 63 
 
pacientes sin sepsis (tabla 10). En cuanto a la microbiología de esta cohorte, se obtuvieron  































Características Edad [años, mediana IQR] 72.0 (15.0) 64.0 (18.0) 0.006 
Hombres 65.3 (66) 71.7 (38) n.s. 
Comorbilidades% (n) 
Hipertensión arterial 55.4 (56) 60.0 (30) n.s. 
Enfermedad crónica 
cardiovascular 
47.5 (48) 34.0 (18) n.s. 
Enfermedad crónica 
respiratoria 
14.8 (15) 21.1 (11) n.s. 
Enfermedad crónica renal 14.9 (15) 2.0 (1) n.s. 
Enfermedad crónica 
hepática 
3.0  (3) 5.8 (3) n.s. 
Enfermedad neurológica 5.0 (5) 3.7 (2) n.s. 
Enfermedad 
cerebrovascular 
4.0 (4) 5.6 (3) n.s. 
Diabetes mellitus 34.0 (34) 18.8 (10) 0.005 
Cancer 29.7 (30) 45.3 (24) 0.050 
Inmunosupresión 18.0 (17) 13.9 (5) n.s. 
Tipo de cirugía, % (n) 
Cirugía urgente 63.4 (64) 3.8 (2) < 
0.001 
Cardio-toracica 30.0 (30) 39.6 (21) n.s. 
Abdominal 62.0 (62) 43.4 (23) n.s. 
Neurocirugía 1.0 (1) 1.9 (1) n.s. 
Vascular 3.0 (3) 3.7 (2) n.s. 
Urologica/Renal 1.0 (1) 9.4 (5) 0.011 
Otros 3.0 (3) 1.9 (1) n.s. 
Evolución y pronóstico 
Estancia hospitalaria 
[dias, mediana IQR] 
26.5 (23.5) 10.0 (7.0) < 
0.001 Estancia en UCI 
[dias, mediana IQR] 
14.0 (17.0) 4.0 (3.0) < 
0.001 SIRS, % (n) 100.0 (101) 56.6 (30) < 
0.001 
Shock septico, % (n) 61.4 (62) n.a n.a. 
No supervivencia a dia 28, 
% (n) 
19.8 (20) 0 < 
0.001 
Mortalidad hospitalaria, % 
(n) 
24.7 (25) 0 < 
0.001 
Origen de infección, % (n) 
Desconocido 14.8 (15) n.a. n.a. 
Tracto Respiratorio 18.8 (19) n.a. n.a. 
Abdomen 45.5 (46) n.a. n.a. 
Tracto urinario 4.9 (5) n.a. n.a. 
Herida quirurgica 5.9 (6) n.a. n.a. 




4.9 (5) n.a. n.a. 
Microbiología, % (n) 
Gram + 46.5 (47) n.a. n.a. 
Gram - 60.4 (61) n.a. n.a. 
Hongos 9.9 (10) n.a. n.a. 
Virus 2.0 (2) n.a. n.a. 
Polimicrobianos 44.6 (45) n.a. n.a. 
Datos al diagnóstico,  
[mediana (IQR)] 
SOFA score 8 (6) 1 (3) < 
0.001 
Total bilirubina (mg/dl) 0.7 (1.3) 0.8 (0.5) n.s. 
Glucosa (mg/dl) 152.0 (78.0) 135.0 (55.0) n.s. 
Contaje plaquetario 
(cell/mm3) 
180000 (194.7) 155000 (740000) n.s. 
INR 1.3 (0.4) 1.2 (0.4) n.s. 
ScvO2 (%) 73.1 (19.0) 68.8 (80.0) n.s. 
PCR (mg/L) 232.3 (169.2) 57.7 (77.7) < 
0.001 




14465 (10257.5) 12290 (4875.0) 0.023 
Linfocitos (cells/mm3) 944.32 (818.6) 1008 (894.3) n.s. 
Monocitos (cells/mm3) 1068.48 (51887.6) 781.8 (1327.8) n.s. 
Neutrofilos (cells/mm3) 12337.0 (9220.5) 10016.0 (4704.5) 0.017 
Eosinofilos (cells/mm3) 49.9 (2052.6) 12.3 (70.4) 0.019 




Tabla 8. Características descriptivas de los pacientes de la cohorte derivación. Variables 
continuas representadas por mediana, (rango interquartil, IQR); variables categóricas 
representadas (%, n). ICU: unidad de cuidados críticos; SIRS: síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica; INR, ratio internacional normalizado; ScvO2: saturación central venosa 






















Tabla 10. Características descriptivas de los pacientes de la cohorte II o validación. 
Variables continuas representadas por mediana, (rango interquartil, IQR); variables categóricas 
representadas (%, n). ICU: unidad de cuidados críticos; SIRS: síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica; INR, ratio internacional normalizado; ScvO2: saturación central venosa 








Características Edad [años, mediana IQR] 70.50 (20)      70.00 (12)      n.s 
Hombres 58.10 (43) 61.90 (13) n.s. 
Comorbilidades% 
(n) 
Hipertensión arterial 45.94 (34) 61.90 (13) n.s. 
Enfermedad crónica cadiovascular 
cadcardiovascular 
9.46 (7) 9.52 (2) n.s. 
Enfermedad crónica respiratoria 5.41 (4) 4.76 (1) n.s. 
Enfermedad crónica renal 8.11 (8) 9.52 (2) n.s. 
Enfermedad crónica hepática 2.70 (2) 0 (0) n.s. 
Diabetes mellitus 14.86 (11) 19.04 (4) n.s 
Cancer 18.91 (14) 42.86 (9) 0.024 
Inmunosupresión 9.46 (7) 4.76 (1) n.s. 
Tipo de cirugía, % 
(n) 
Cirugía urgente 79.73 (59) 9.52 (2) < 0.001 
Abdominal 47.30 (35) 23.81(5) n.s. 
Vascular 2.70 (2) 9.52 (2) n.s. 
Urologica/Renal 1.35 (1) 14.29 (3) 0.009 
Otros 4.05 (3) 0 (0) n.s. 
Evolución y 
pronóstico 
Estancia hospitalaria  
[dias,medianaIQR] 
16 (17) 10 (10) 0.048 
Estancia en UCI 
[dias, mediana IQR] 
3 (5) 2 (2) 0.050 
SIRS, % (n) 100 (74) 23.81 (5) 0.003 
Shock septico, % (n) 48.64 (36) 0 (0) <0.001 
Mortalidad hospitalaria, % (n) 12.16 (9) 0 (0) n.s 
Tracto Respiratorio % (n) 14.86 (11) n.a. n.a. 
Abdomen % (n) 40.54 (30) n.a. n.a. 
Tracto urinario % (n) 5.41 (4) n.a. n.a. 
Herida quirurgica % (n) 25.68 (19) n.a. n.a. 
Bacteriemia % (n) 14.86 (11) n.a. n.a. 
Otros % (n) 
 
 
10.81 (8) n.a. n.a. 
Microbiología, % 
(n) 
Cultivo positivo 45.94 (34) n.a. n.a. 
Gram + 18.92 (14) n.a n.a 
Gram - 32.43 (24) n.a. n.a. 
Hongos 1.35 (1) n.a. n.a. 
Virus 0 (0) n.a. n.a. 




SOFA score 6 (7) 2.50(5) n.s 
Total bilirubina (mg/dl) 0.82 (1.06) 0.83 (0.59) n.s. 
Glucosa (mg/dl) 160.0 (73) 162 (39) n.s. 
Contaje plaquetario (cell/mm3) 135000 (191.5) 209000 (146000) n.s. 
INR 1.22 (0.33) 1.11 (1.20) 0.023 
PCR (mg/L) 216.84 (179.83) 103.34 (98.85) < 0.001 
Procalcitonina (ng/mL) 2.70 (9.35) 0.29 (0.71) < 0.001 
Células blancas  (cells/mm3) 14960 (10600) 11280 (8075) n.s 
Neutrofilos (cells/mm3) 13358.50 (11962.50) 10341(9362) n.s 
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I. Niveles de expresión en sangre de genes de la sinapsis inmunológica para 
identificar la presencia de sepsis y predecir mortalidad. 
Resultados publicados en el artículo “Quantification of Immune Dysregulation by Next-
generation Polymerase Chain Reaction to Improve Sepsis Diagnosis in Surgical 
Patients” publicado en Annals of Surgery83. 
 
I.1 Niveles de expresión de genes de la sinapsis inmunológica entre los diferentes 
grupos 
 
Como se puede observar en los siguientes diagramas de cajas, los controles quirúrgicos 
presentaron niveles menores de expresión de los genes relacionados con la sinapsis 
inmunológica en comparación con los controles sanos, demostrando así la existencia de 
depresión de la inmunidad adaptativa en estos pacientes por el mero hecho de someterse a la 
agresión quirúrgica. Esto se observa en todos los genes y de manera significativa, como se 
puede comprobar en sus respectivos diagramas de cajas (Imagen 11, Imagen 12, Imagen 13, 
Imagen 14, Imagen 15).  
En comparación con los controles sanos, los pacientes quirúrgicos sépticos presentaron niveles 
significativamente menores de expresión de todos los genes estudiados (tabla 11). 
Con respecto a los controles quirúrgicos, es decir aquellos pacientes quirúrgicos que no 
presentan infección, todos los genes de la sinapsis inmunológica presentaron niveles menores 
de expresión génica de forma significativa, excepto en el caso del gen ICOS, que no demuestra 
significación en la disminución de los niveles de expresión de este gen entre el grupo control 
quirúrgico y el grupo de pacientes quirúrgicos sépticos pero con menor fallo de órgano (tabla 
11).  
Los pacientes quirúrgicos sépticos presentaron una depresión todavía mayor de los genes de 
la sinapsis inmunológica analizados. El gen que presentó una mejor capacidad para diferenciar 
entre pacientes quirúrgicos sépticos y pacientes sin sepsis atendiendo a sus niveles de 
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expresión en sangre fue el HLA-DRA (Imagen 11). Observamos diferencias significativas al 
comparar los niveles de expresión de HLA-DRA entre todos los grupos a excepción de la 
comparación entre el grupo de pacientes sépticos con menor fallo de órgano y aquel con mayor 
fallo de órgano (tabla 11).   
 
 
Imagen 11. Diagrama de cajas de HLA-DRA según sus niveles de expresión en los diferentes 
grupos. La presencia de una línea denota diferencias significativas entre grupos.  
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Imagen 12. Diagrama de cajas de CD3E según sus niveles de expresión en los diferentes 
grupos. La presencia de una línea denota diferencias significativas entre grupos. 
 
 
Imagen 13. Diagrama de cajas de CD40LG según sus niveles de expresión en los diferentes 
grupos. La presencia de una línea denota diferencias significativas entre grupos. 
 
 
Imagen 14. Diagrama de cajas de ICOS según sus niveles de expresión en los diferentes 





Imagen 15. Diagrama de cajas de CD28 según sus niveles de expresión en los diferentes 
grupos. La presencia de una línea denota diferencias significativas entre grupos. 
 
Observamos como varía la expresión de los genes de la sinapsis en la sepsis de forma paralela 
con el grado de disfunción de órgano, objetivado por la escala SOFA. A mayor fallo de órgano, 
menor expresión en los niveles de los genes de la sinapsis inmunológica. 
En el análisis de Mann Whitney (tabla 11) podemos objetivar como la expresión de los genes 
de la sinapsis inmune disminuye de forma significativa conforme al fallo de órgano y también 
cuando comparamos entre grupos. De igual manera, ocurre en los diferentes grupos de 
nuestros pacientes con la determinación de los valores en sangre del biomarcador clásico 
procalcitonina, que asciende de forma significativa a mayor fallo de órgano. Observamos como 
la procalcitonina también varia su valor, en este caso aumenta, al comparar el grupo control de 
pacientes sanos con respecto a los pacientes controles quirúrgicos que no están infectados, 
atribuyendo este aumento al propio hecho de haberse sometido a la cirugía. Como ocurre en el 
caso de los genes, sus valores se ven alterados de manera significativa al comparar las 
diferencias de sus niveles en todos los grupos, con un gran aumento en el grupo de pacientes 
sépticos con más fallo de órgano. 
 



















[50.46] < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 
HLA-DRA 












 [26] < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.006 < 0.001 0.008 
CD3E 




















 [20] < 0.001 < 0.001 < 0.001 n.s < 0.001 0.015 
 
Tabla 11. Mann Whitney. Niveles de expresión de los genes de la sinapsis inmunológica en los 
diferentes grupos de pacientes. Mediana [Rango Interquartil] n.s: no significativo 
 
 
I.2 Sensibilidad y Especificidad para identificar la presencia de sepsis  
 
En un siguiente paso utilizamos curvas ROC para evaluar la precisión de la expresión de los 
niveles de los genes de la sinapsis inmunológica para el diagnóstico diferencial entre pacientes 
quirúrgicos con sepsis y los no sépticos. 
Todos los genes de la sinapsis inmunológica estudiados presentaron AUROC significativas 
para el diagnóstico diferencial de pacientes quirúrgicos con sepsis de aquellos que no padecían 
sepsis. 
De entre los genes de la sinapsis inmunológica, el que presentó un mejor balance entre 
sesibilidad y especificidad para diferenciar entre la presencia o ausencia de sepsis fue el HLA-
DRA (figura 16) 
Al gen HLA-DRA, le siguieron los genes CD3E (figura 17), CD40LG (figura 18), CD28 (figura 






Imagen 16. AUROC expresión del gen HLA-DRA para el diagnóstico diferencial de pacientes 






Imagen 17. AUROC expresión del gen CD3E para el diagnóstico diferencial de pacientes 
sépticos y no séptico (ausencia de sepsis)  
            
Imagen 18. AUROC expresión del gen CD40LG para el diagnóstico diferencial de pacientes 




         
Imagen 19. AUROC expresión del gen CD28 para el diagnóstico diferencial de pacientes 
sépticos y no sépticos (ausencia de sepsis)  
        
           
Imagen 20. AUROC expresión del gen ICOS para el diagnóstico diferencial de pacientes 




 AUROC diagnóstico de sepsis 
 Area [IC95%] p OOP Se (%) Es (%) 
PCT 0.80 0.73 0.88 < 0.001 1.115 73.3 75.5 
HLA-DRA* 0.80 0.73 0.87 < 0.001 3464 69.8 76.2 
CD3E* 0.73 0.64 0.82 < 0.001 414 71.7 63.4 
CD40LG* 0.72 0.64 0.81 < 0.001 42.2 71.7 66.3 
CD28* 0.70 0.61 0.78 < 0.001 72.2 69.8 60.4 
ICOS* 0.67 0.59 0.76 < 0.001 25.4 69.8 58.4 
 
Tabla 12. Áreas bajo la curva (AUROC) de niveles de expresión de HLA-DRA, CD40LG, CD3E, 
CD28, ICOS para diferenciar pacientes sépticos y controles.  IC: Intervalo de confianza, Se: 
Sensibilidad, Es: Especificidad         * AUROC para detectar ausencia de sepsis. OOP (optimal 
operanting point): punto de corte óptimo. 
 
En la tabla 12 observamos los datos numéricos de las AUROC, nivel de significación y puntos 
de corte óptimos recogidos de todos los genes estudiados. El gen que mejor diferencia a 
pacientes controles quirúrgicos no sépticos de pacientes quirúrgicos con sepsis es HLA-DRA, 
obteniendo como vemos en las gráficas un área bajo la curva de 0.80, similar a los valores 
obtenidos para la procalcitonina.  
Sin embargo, como ya hemos remarcado, el resto de genes también presentan AUROC 
significativas para el diagnóstico diferencial entre pacientes con sepsis y no sépticos. 
Además, se calcularon los puntos de corte óptimos (OOP) tanto de los diferentes genes como 
de la procalcitonina para el diagnóstico diferencial entre pacientes sépticos y no sépticos, 
observándose nuevamente que HLA-DRA es el gen que posee el mejor balance entre 






I.3 Asociación entre niveles de expresión génica y mortalidad hospitalaria 
 
El análisis multivariante demostró que los niveles bajos de expresión génica de HLA-DRA se 
asociaron de manera inversa e independiente a un mayor riesgo de mortalidad hospitalaria. Las 
variables de ajuste fueron la escala SOFA, antecedente personal de padecer diabetes mellitus, 
presencia de gérmenes Gram +, presencia de infección fúngica.  Así pues, el hecho de tener 
menos de 1976 copias/ng de HLA-DRA al diagnóstico de la enfermedad séptica multiplica por 
cinco la probabilidad de muerte hospitalaria de manera significativa en los pacientes quirúrgicos 
con sepsis. También observamos como la diabetes mellitus como antecedente o el aumento en 
la escala SOFA de daño de órgano, incrementan el riesgo de mortalidad hospitalaria en estos 




Tabla 13. Análisis multivariante. Variables de ajuste: SOFA, DM (diabetes mellitus), Gram pos, 
Hongos, HLA-DRA(1976). 
 













DM ,014 4,443 1,344 14,681 
Gram_pos ,555 ,704 ,219 2,258 
Hongos ,401 2,093 ,374 11,717 
HLA-DRA 
 (<1976 copias/ng) 
,007 5,162 1,551 17,177 
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El análisis de Kaplan-Meier mostró que la presencia de niveles de expresión de HLA-DR por 
debajo de 1976 copias se tradujo en un menor tiempo de supervivencia. Estos pacientes ven 





Imagen 21. Kaplan-Meier, análisis de supervivencia a los 28 días posteriores al diagnostico de 
sepsis según los niveles de expresión génica de HLA-DRA 
 
HLA-DRA Estimación (días) Error típico IC 95% 
< 1976 copias/ng 23,58 1,22 21,17-25,99 
>1977 copias/ng 26,93 0,52 25,89-27,96 
 
Tabla 14. Tabla datos Kaplan Meier disminución de días de supervivencia según niveles de 





II. Utilidad de la combinación de la cuantificación de los niveles de expresión de 
genes de la sinapsis inmunológica junto con los valores de procalcitonina para 
el diagnóstico de la sepsis en pacientes quirúrgicos. 
Resultados publicados en el artículo “Combined quantification of procalcitonin and HLA-
DRA improves sepsis detection in surgical patients”. Scientific Reports123 
 
Como comprobamos en el trabajo anterior, la cuantificación de los niveles de expresión de los 
genes de la sinapsis inmunológica es una herramienta valiosa en la detección de sepsis en los 
pacientes quirúrgicos, siendo el HLA-DRA el que mejores resultados ofrece tanto en el 
diagnostico diferencial de la enfermedad como incluso su asociación al riesgo de mortalidad 
hospitalaria.  
Por este motivo, en un segundo paso evaluamos la precisión diagnóstica de la combinación de 
los niveles plasmáticos de biomarcadores clásicos como procalcitonina y los niveles de 
expresión de HLA-DRA en sangre para detectar sepsis en pacientes quirúrgicos. 
Las características clínicas de los pacientes se describen las tablas 8 y 10.  
 
II.1 Concentración de PCT y HLA-DRA en los grupos de la cohorte   
 
En la siguiente imagen (Imagen 22), se muestra como los valores de procalcitonina aumentan 
con el fallo de órgano medido por la escala SOFA en los pacientes quirúrgicos diagnosticados 
de sepsis. Por el contrario, los niveles de expresión de HLA-DRA disminuyen conforme 
aumenta la puntuación en la escala SOFA en estos pacientes.  
En consecuencia, el ratio entre ambos biomarcadores aumenta con la gravedad de la 








Imagen 22.  Gráfica de puntos de la distribución de los pacientes en función de la escala 
SOFA, niveles de PCT, niveles de HLA-DRA, y el ratio PCT/HLA-DRA. 
 
 
II.2 Sensibilidad y Especificidad para identificar la presencia de sepsis 
 
El área bajo la curva obtenido de la procalcitonina para la diferenciación entre pacientes 
quirúrgicos sépticos de los no infectados se comparó con el obtenido del ratio PCT/HLA-DRA. 
Como evidencia el test DeLong, el ratio PCT/HLA-DRA es capaz de mejorar la precisión 
diagnóstica de la PCT de manera significativa (Imagen 23). 





Imagen 23. Análisis AUROC para el diagnóstico diferencial entre pacientes quirúrgicos sépticos 
y los controles quirúrgicos sin sepsis. OOP: optimal operating point, Se: sensibilidad, Sp: 
especificidad. 
 
El ratio PCT/HLA-DRA mejora la capacidad diagnóstica del uso aislado de la PCT al tener 
mejor balance sensibilidad y especificidad con una AUROC de 0.85 en comparación con la 
PCT en solitario de AUROC 0.80.  Además, observamos que esta diferencia es significativa 
con una p 0,003. Como podemos observar en la tabla de la imagen 23, ambas curvas ROC 
posen muy buenos valores tanto de sensibilidad como especificidad, siendo capaz de alcanzar 
el ratio propuesto de PCT/HLA-DRA una sensibilidad mayor de 0.8. 
Además, calculamos el punto de corte óptimo (OOP) para la procalcitonina y el ratio que 
combina ambos biomarcadores, obteniendo de nuevo muy buenos valores de sensibilidad y 
especificidad y demostrando mejores resultados para la combinación de PCT/HLA-DRA en 
comparación de los resultados de la procalcitonina de forma aislada.    
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El análisis multivariable demostró que el ratio PCT/HLA-DRA mejora la precisión diagnostica de 
la procalcitonina en solitario (tablas 15 y 16). La asociación entre este ratio y sepsis fue 
independiente de la gravedad de la enfermedad o de otros factores de confusión como las 
comorbilidades que pudiese padecer el paciente previamente, como también el estado 
inflamatorio basal valorado por los niveles de proteína C reactiva en plasma y la cantidad de 
neutrófilos en sangre.  
En nuestros resultados también observamos que tanto el aumento en la escala SOFA, como 
que la cirugía sea urgente o la proteína C reactiva son marcadores independientes de sepsis, 
incrementando el riesgo de padecer la enfermedad en los pacientes quirúrgicos.  
Por lo tanto, tener ratio PCT/HLA-DRA > 0,0003 multiplica por siete la probabilidad de padecer 
sepsis de manera significativa en los pacientes quirúrgicos. En cuanto a la procalcitonina en 
solitario, vemos que valores >1.115 ng/ml aumentan por cuatro el riesgo de padecer sepsis 
entre los pacientes sometidos a cirugía (tablas 15 y 16).  
 
 Análisis multivariante ratio PCT/HLA-
DRA 
Análisis multivariante PCT 
OR IC 95% p OR IC 95% p 
SOFA score 1,47 1,16-1,87 0,002 1,49 1,17-1,90 0,001 
Edad 1,00 0,94-1,06 0,873 1,01 0,96-1,07 0,714 
Cirugía urgente 45,70 7,02-297,33 <0,001 41,57 6,77-255,39 <0,001 
Enfermedad crónica renal 8,09 0,40-165,00 0,174 4,74 0,26-86,12 0,293 
Cáncer 1,08 0,29-4,00 0,908 1,24 0,33-4,60 0,748 
Diabetes Mellitus 2,89 0,69-12,22 0,149 2,41 0,61-9,57 0,210 
Concentración de 
neutrófilos en sangre  
1,00 1,00-1,00 0,467 1,00 1,00-1,00 0,436 
Proteína C Reactiva 1,00 1,00-1,01 0,026 1,00 1,00-1,01 0,021 
PCT/HLA-DRA>OOP 
(0,0003) 
7,66 1,82-32,29 0,006 - - - 




Tabla 15. Análisis multivariante para evaluar el riesgo de padecer sepsis en la cohorte I basado 
en el ratio PCT/HLA-DRA o en función de los niveles de PCT. (Concentración de neutrófilos en 
sangre; cel/mm3 ) 
 
Los resultados fueron validados en una segunda cohorte: 
 
 Análisis multivariante ratio 
PCT/HLA-DRA 
Análisis multivariante PCT 
OR IC 95% p OR IC 95% p 
SOFA score 0,94 0,7-1,25 0,690 1,00 0,77-1,30 0,992 
Cirugía urgente 45,68 2,8-744,81 <0,007 31,87 2,95-344,67 <0,004 
Cáncer 0,17 0,02-1,34 0,092 0,20 0,03-1,34 0,097 
Concentración de neutrófilos 
en sangre 
1,00 1,00-1,00 0,471 1,00 1,00-1,00 0,754 
Proteína C Reactiva 1,00 0,98-1,02 0,941 1,01 0,99-1,02 0,503 
PCT/HLA-DRA>OOP (0,0003) 34,86 1,22-995,08 0,038 - - - 
PCT>OOP (1.115ng/ml) - - - 5,52 0,40-75,78 0,201 
 
Tabla 16. Análisis multivariante para evaluar el riesgo de padecer sepsis en la cohorte II 
basado en el ratio PCT/HLA-DRA o en función de los niveles de PCT. (Concentración de 









































VII.  DISCUSIÓN 
 
La detección precoz de la sepsis es vital para el éxito del tratamiento y evolución de la 
enfermedad. Es un reto particularmente importante en los pacientes sometidos a cirugía, donde 
una pronta intervención y control del foco infeccioso es crucial para aumentar la supervivencia 
de éstos.  
En los pacientes quirúrgicos, algunos de los signos que nos podrían hacer pensar en el 
diagnóstico de sepsis, pueden enmascararse debido a la propia cirugía o del manejo 
perioperatorio analgésico que precisan. Por lo tanto, es fundamental que en este tipo de 
pacientes podamos contar con biomarcadores que puedan diagnosticar la enfermedad de la 
forma más precoz y fiable posible. 
En la sepsis observamos la coexistencia de una respuesta inflamatoria exacerbada con la 
depresión de la expresión de los genes de la sinapsis inmunológica 114. Los biomarcadores 
clásicos hasta ahora utilizados nos ayudan en el diagnostico ante la sospecha de sepsis49, pero 
ante esta realidad parece razonable apostar por la combinación de biomarcadores que reflejen 
el estado proinflamatorio con aquellos que muestran inmunosupresión71, 115, 116. 
Esta tesis doctoral trata de mostrar la utilidad de la cuantificación del grado de 
inmunosupresión en el diagnóstico de la sepsis y cómo este diagnóstico mejora gracias a la 
combinación de un marcador que valora la inmunosupresión con los biomarcadores 
clásicamente utilizados como la PCT. 
 
Utilidad de la PCR digital 
 
Un punto importante a remarcar en nuestro trabajo es el uso pionero de una nueva tecnología 
de PCR de tercera generación para la cuantificación de expresión génica, la PCR digital 
(ddPCR) 96, 107, (Imagen 24). Cabe destacar también que para este trabajo desarrollamos una 
nueva forma de reportar los resultados de cuantificación de los niveles de expresión génica, 
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consistente en referir los mismos a copias de ADNc por nanogramo de ARNm de partida, 
método que evita utilizar genes housekeeping de referencia y que ha sido refrendado por una 
publicación en Annals of Surgery, primera revista en impacto en el área de la Cirugía83.   
 
Ventajas de la PCR digital frente a la PCR en tiempo real y a la citometría de flujo 
La cuantificación de la expresión génica mediante microarrays o PCR en tiempo real (2ª 
generación) ha sido muy utilizada para la identificación de biomarcadores en sepsis. Como 
referencia encontramos los trabajos de Cajander y col.92, 124 en los cuales esta tecnología ha 
sido utilizada para medir HLA-DR. Sin embargo, el uso de ddPCR para este fin es novedoso, 
siendo nuestro trabajo el primero realizado mediante PCR digital en sepsis.  
La PCR en tiempo real es una técnica que precisa de un gen de referencia housekeeping, a 
partir del cual crea una curva patrón, lo que crea problemas en la estandarización y además la 
medición que ofrece es semicuantitativa, a diferencia de la PCR digital que es cuantitativa 
absoluta y no precisa de genes de referencia. 
La PCR digital es capaz de dar resultados de cuantificación de ARNm en menos de cuatro 
horas, con un coste aproximado de veintiseis euros por determinación. A diferencia de la PCR 
en tiempo real, la PCR digital es una técnica fácilmente reproductible, muy exacta y rápida, que 
además posee gran sensibilidad y evita problemas de otras generaciones anteriores como la 
necesidad de utilizar curvas patrón108. Por lo tanto, pensamos que es buen método para ser 








Imagen 24. PCR digital  
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Por otro lado, hasta la fecha, la mayoría de los trabajos que han medido HLA-DR se han 
realizado mediante citometría de flujo125-127. Una de las desventajas de esta técnica es la 
necesidad de preservar las células vivas para poder medir la unión de anticuerpos a la 
superficie de la célula, al contrario que la PCR digital que no es esclava del tiempo, puesto que 
es posible analizar la muestra después de haberla congelado en un tubo Pax gene, incluso si 
se quiere meses después. 
Encontramos en la literatura usos frecuentes de la PCR digital, entre ellos la detección de 
moléculas tumorales en las muestras biológicas128 o de enfermedad minina residual, como en 
el caso de la leucemia después de haber realizado el trasplante de medula ósea, así como el 
diagnóstico a través de ARNm de múltiples y diversas enfermedades129. Sin embargo, no 
existen trabajos previos que utilicen esta técnica en los pacientes con sepsis previamente a 
nuestro estudio. Por otro lado, no solo se propone su uso como detección, es decir diagnóstico, 
sino que se abre la puerta a que sea útil tanto en el seguimiento y respuesta de los 
tratamientos, así como en el pronóstico, poniendo de manifiesto la utilidad de la técnica y su 
potencial aplicación a la clínica.  
 
Depresión de los niveles de expresión de los genes de la sinapsis inmunológica 
en la sepsis 
 
En cuanto al diagnóstico de sepsis, la depresión de los niveles de expresión de genes 
involucrados en la sinapsis inmunológica es una señal biológica de la enfermedad114. En 
nuestro trabajo encontramos esta depresión también en los pacientes sometidos a cirugía que 
no presenta sepsis. Existen diversos estudios que han caracterizado los fenotipos 
inmunológicos que se desarrollan en los pacientes sépticos, así en el estudio de Davenport y 
col. se identificó la disminución de la expresión de estos genes en los pacientes sépticos con 
neumonía adquirida en la comunidad pero mediante el uso de microarrays82. Otro estudio a 
destacar es el estudio EXPRESS, en el cual entre otros se identifican los principales genes 
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relacionados con la presentación de antígeno y que ven disminuidos sus niveles de expresión 
con la sepsis97.  
En este sentido, en nuestro trabajo demostramos que debido a la depresión funcional por la 
que las células no están produciendo la expresión de estos genes, bien por la disminución del 
número de células presentadoras de antígeno, o de monocitos, o bien de linfocitos B, 
observamos niveles deprimidos de los transcritos de ARN mensajero correspondiente a los 
genes analizados en los pacientes quirúrgicos, con mayor depresión si son además pacientes 
sépticos, y aún más si están graves. 
En la sepsis se observa cómo la expresión de las moléculas presentadoras de antígeno esta 
disminuida tanto en tejidos linfoides como no linfoides, alterando la regulación inmune y la 
respuesta antimicrobiana de las células T, así como la respuesta de anticuerpos96. Realmente 
desconocemos el motivo por el cual estos genes ven deprimida su expresión. Puede que las 
células hayan muerto o bien migrado a los tejidos, o puede simplemente que no estén 
expresando estos genes. En cualquier caso, elucidadas las causas de esta hipo-expresión no 
es el objeto de esta tesis, sino evaluar su utilidad como biomarcadores para el diagnóstico de la 
sepsis. 
Los genes implicados en la sinapsis inmunológica y que nosotros empleamos en nuestro 
estudio son HLA-DRA, CD3E, CD40LG, CD28 e ICOS. Estos genes están relacionados con la 
inmunidad adaptativa, realizando la presentación de antígeno, es especial las moléculas de 
clase HLA II, de ellas fundamentalmente HLA-DRA92, 96, 97. 
Entre los genes estudiados en nuestro trabajo el gen que sufre una mayor depresión en su 
expresión es el gen HLA-DRA, seguido de CD3E. Como podemos observar en nuestro trabajo, 
en los diagramas de cajas analizados en los resultados, los pacientes quirúrgicos no sépticos 
ven disminuidos sus niveles de expresión en los genes de la sinapsis inmunológica a pesar de 
no estar infectados. Además, cuanto mayor es el fracaso de la función orgánica observamos 
como hay una mayor diminución de los niveles de expresión en estos genes, 
correlacionándose con la disfunción y el fracaso de órgano.  
El gen HLA-DRA y la depresión de sus niveles en pacientes críticos (sepsis, pancreatitis, 
pacientes quemados o quirúrgicos) se ha estudiado ampliamente desde hace unos años atrás. 
 89 
 
Numerosos artículo han descrito la disminución de la expresión en sus niveles durante el 
desarrollo de la sepsis utilizando diferentes tecnologías para la medición desde citometría de 
flujo, microarrays, hasta técnicas de PCR, pero en ningún caso PCR digital. Cajander y col.92, 
124 propone en diversos estudios la medición de HLA-DRA mediante qRT-PCT para identificar 
pacientes con sepsis grave y cuantificar la inmunosupresión desarrollada durante la 
enfermedad, relacionando esta depresión de los niveles expresados de HLA-DRA con el 
pronóstico de la enfermedad, y su utilidad en el tratamiento para aquellos pacientes que 
pudiesen beneficiarse de terapias de inmunoestimulación. En nuestro trabajo, demostramos la 
utilidad de la medición de los niveles de expresión de este gen en pacientes sépticos como una 
herramienta útil también para el diagnóstico diferencial y además eliminamos las desventajas 
de la PCR de tiempo real al usar la evolución de la PCR digital. En nuestra opinión, una de las 
principales desventajas en estos estudios hasta la fecha es la limitación de la aplicación tanto 
de los microarrays como la PCR a tiempo real en la práctica clínica diaria, superada con esta 
nueva tecnología. 
Son también numerosos los estudios que relacionan de forma significativa el descenso de los 
niveles de HLA-DRA con el riesgo aumentado de mortalidad hospitalaria. Monneret y col. 
relaciona la disminución en la expresión de este gen en pacientes sépticos con el pronóstico de 
mortalidad en su estudio de 2006130. Posteriormente, Cazalis y col. también confirma en su 
estudio117 la relación entre la disminución de expresión del HLA-DRA y la mortalidad en la 
sepsis. Con nuestro trabajo demostramos que el gen HLA-DRA es el único gen de la sinapsis 
inmunológica que se asocia de forma independiente con el riesgo de mortalidad hospitalaria, 
confirmando ser por tanto un pilar clave en la presentación de antígeno en la sepsis. 
Observamos que en los pacientes que en un inicio de la enfermedad se cuantifican niveles de 
expresión más bajos de HLA-DRA, presentan con mayor probabilidad peor pronóstico 
incrementado el riesgo de mortalidad. Pero es gracias a la nueva tecnología empleada de la 
PCR digital y al método que hemos diseñado específicamente, que podemos cuantificar los 
niveles de expresión demostrando que tener < 1976 copias de HLA-DRA por nanogramo al 
diagnóstico de sepsis incrementa por cinco la probabilidad de mortalidad hospitalaria de 
manera significativa. En el análisis de Kaplan-Meier demostramos también que la presencia de 
 90 
 
niveles de expresión de HLA-DR por debajo de 1976 copias se tradujo en un menor tiempo de 
supervivencia, acortándose en tres días de media. 
Con respecto al resto de genes de la sinapsis inmunológica que hemos estudiado, el siguiente 
que mejores resultados ofrece en cuanto a la disminución de sus niveles de expresión de forma 
significativa entre los diferentes grupos es el gen CD3E.  
El gen CD3E es una glicoproteína que se encuentra en la superficie de las células T formando 
parte un receptor que transmite señales intracelulares para la activación de cascadas de 
transducción cuando es reconocido el antígeno en superficie. En la literatura se le relaciona 
con la presentación de antígeno y su alteración en la regulación durante la sepsis. Almansa y 
col. en su estudio EXPRESS observa la disminución de sus niveles de expresión al caracterizar 
la alteración del sistema inmune desarrollada durante la sepsis97. En anteriores artículos, 
únicamente había sido identificado como gen implicado en la sinapsis inmunológica97, 114. En 
nuestro trabajo observamos que, aunque a diferencia del HLA-DRA el gen CD3E no se 
relaciona de forma independiente con el aumento del riesgo de mortalidad hospitalaria, es 
claramente capaz de diferenciar entre los diversos grupos de pacientes no infectados tanto 
controles sanos, como quirúrgicos sanos. Además, también es capaz de hacerlo de forma 
significativa entre los pacientes quirúrgicos sépticos con menor disfunción orgánica de aquellos 
que presentan mayor gravedad con SOFA>8.  En nuestro estudio es la primera vez que se 
analiza la capacidad del gen CD3E para hacer diagnostico diferencial entre diferentes grupos 
de pacientes sanos y sépticos, así como según la gravedad de la enfermedad.  
En cuanto al gen CD40LG, se identifica también en la literatura ya mencionada como gen 
implicado en la sinapsis inmunológica y por tanto afectado en su expresión en la sepsis. 
Nosotros observamos de nuevo resultados significativos al demostrar su capacidad para el 
diagnóstico de la enfermedad. Este gen, al igual que los dos anteriores mencionados, posee 
niveles de expresión disminuidos en los controles quirúrgicos, y de manera más acusada en los 
pacientes sépticos, sobre todo en lo pacientes más graves. También posee un buen balance 
entre sensibilidad y especificidad en su curva ROC, al igual que los genes anteriores, aunque el 
HLA-DRA reporta mejores resultados. Sin embargo, al igual que ocurre con el gen CD3E, no se 
le relaciona con un aumento en la probabilidad de mortalidad hospitalaria. 
 91 
 
La deficiencia del gen CD40LG, se asocia también en la literatura con el desarrollo del 
Síndrome de Inmunodeficiencia con Hiper- IgM (X-linked immunodeficiency with hyper-IgM) 
(HIGM1), siendo ésta una inmunodeficiencia primaria congénita la cual se caracteriza por el 
desarrollo recurrente de infecciones, con mayor frecuencia del tracto respiratorio superior e 
inferior, donde los niveles plasmáticos de la inmunoglobulina M (IgM) son normales o bien  
están aumentados, pero se detectan niveles disminuidos de las inmunoglobulinas G, A, y E 
(IgG, IgA, IgE)131. Estos pacientes tienen una deficiencia en la producción de la proteína 
CD40LG, la cual se encuentra en la superficie de los linfocitos T, para realizar su función de 
presentadora de antígeno a los linfocitos B, hecho que se ve truncado por su deficiencia, 
impidiendo así que los linfocitos B cambien su producción de IgM a IgG e IgA132. Diversos 
estudios reportan casos clínicos de esta enfermedad utilizando diferentes técnicas, en la 
mayoría de los casos citometría de flujo o bien PCR en tiempo real132. Una vez más no 
encontramos en la literatura que se haya usado la PCR digital como técnica de cuantificación 
de expresión de los niveles de este gen, método que podría ser útil en el diagnóstico precoz de 
la enfermedad ya que afecta fundamentalmente a niños en su primer año de vida, así como un 
papel importante en la valoración de la terapia inmune a seguir en el tratamiento133. 
En cuanto a los resultados hallados en nuestro trabajo con respecto al gen ICOS, no 
encontramos estudios previos que demuestren la variación de los niveles de este gen en los 
diferentes grupos de pacientes, observando así su capacidad para diferenciar de forma 
significativa según sus niveles de expresión a controles sanos, de controles quirúrgicos no 
infectados y también de aquellos pacientes quirúrgicos infectados.  
Como observamos en los genes anteriores, en nuestro trabajo encontramos la capacidad del 
gen CD28 para discriminar entre los diferentes grupos de pacientes según sus niveles de 
expresión. Este análisis no lo encontramos en otros trabajos publicados previamente en la 
literatura. El gen CD28 codifica el receptor CD28 presente en la membrana de los linfocitos T 
involucrado en la sinapsis inmunológica y si existen trabajos que identifican al receptor CD28 
como una diana de ataque sobre la que actúan las toxinas bacterianas de gérmenes gram 
positivos134. A estas toxinas se las llaman superantígenos y tienen la capacidad de interactuar 
sobre el receptor CD28 en su unión a B7-2, hecho necesario para la presentación de antígeno 
por parte de las células presentadoras de clase II. Estas toxinas inducen una unión 
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patológicamente enérgica del receptor, desarrollando una respuesta inflamatoria exacerbada 
debida a la consecuente hiperestimulación de la liberación de citoquinas135. Es por ello, que en 
diversos artículos se propone el desarrollo de un péptido similar a las toxinas que pueda 
bloquear esta respuesta como parte de una posible herramienta para el tratamiento de 
pacientes con este tipo de infección bacteriana, protegiendo así al huésped de la letal y 
exagerada repuesta proinflamatoria135. Incluso, se habla de que pudiese ser eficaz también en 
las infecciones por bacterias gram negativas o polimicrobianas debido a la respuesta de 
liberación exagerada de TNF a o IL-6 inducida por la estimulación del receptor CD28136. En la 
actualidad, existen ensayos en fase 3 usando una molécula peptídica similar a CD28 en 
pacientes con infecciones necrotizantes de tejidos en las cuales a menudo es necesaria la 
amputación completa o de una parte extensa de la extremidad o de la zona necrótica con una 
alta tasa de mortalidad136. 
En nuestro trabajo defendemos la cuantificación de los niveles de expresión de los genes de la 
sinapsis inmunológica como una herramienta útil en el diagnóstico de los pacientes quirúrgicos 
con sepsis, pero también creemos en su utilidad como monitorización del estado inmune de los 
pacientes y su uso en la evaluación del pronóstico y tratamiento de los enfermos. En especial, 
como demuestran nuestros datos y otros estudios, la expresión del gen HLA-DRA demuestra 
ser un buen indicador del estado inmune del paciente y demostramos su relación con la 
mortalidad siendo un factor de riesgo independiente. Además, proponemos la combinación de 
los niveles de expresión de HLA-DRA con los niveles en sangre del biomarcador clásico 
procalcitonina, demostrando que mejora la capacidad diagnóstica de la procalcitonina en 
solitario de manera significativa.  
 
Utilidad de la procalcitonina 
 
La procalcitonina sigue siendo un biomarcador de referencia en sepsis aportando información 
valiosa tanto para el diagnóstico como para guía de la terapia antibiótica o incluso para el 
pronóstico. Numerosos trabajos sobre este biomarcador evidencian su utilidad, no sin remarcar 
la necesidad de apoyarse en otros datos clínicos o biomarcadores para una mayor precisión 
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diagnóstica137. Los niveles de procalcitonina nos ayudan a discriminar entre una infección 
bacteriana o viral. La PCT tiene una vida media corta (25-30h) y sus niveles descienden 
rápidamente cuando se controla la infección138. Estas propiedades hacen que este biomarcador 
muy valioso como guía en la retirada temprana de la terapia antibiótica con una mayor 
seguridad139. A este respecto, existen ensayos que han demostrado cómo el uso de algoritmos 
basados en los niveles de PCT pueden reducir de manera segura el uso de antibióticos140, 141. 
No encontramos en la literatura otros estudios que realicen un análisis de la capacidad 
diagnostica en sepsis de los genes implicados en la sinapsis inmunológica en los diferentes 
grupos de pacientes que hemos realizado en nuestro estudio, y tampoco que combinen 
distintos biomarcadores demostrando mejorar la capacidad diagnóstica del uso en solitario de 
la procalcitonina, como tampoco que usen una tecnología puntera como la PCR digital en 
sepsis que demuestra ser aplicable a la clínica y evite los problemas de otros métodos de 




Cada vez son más los estudios que demuestran la importancia de la sinapsis inmunológica en 
el desarrollo de la sepsis, el papel fundamental que puede tener ser capaces de cuantificar la 
inmunodepresión de nuestros pacientes, y en especial en aquellos que pueden partir de un 
estado previamente inmunocomprometido como el hecho de ser sometidos a cirugía. Como 
nosotros proponemos en nuestro estudio, la valoración de la disminución de los niveles de 
expresión de los genes de la sinapsis inmunológica puede tener implicaciones no sólo en el 
diagnóstico de la sepsis, sino en el pronóstico de nuestros pacientes, así como en la valoración 
individualizada de la terapia clásica o de la inmunoterapia en cada paciente, que es cada vez 
más defendida en la literatura y para la cual se necesitan de biomarcadores y tecnología que 
sea capaz de valorar de forma rápida y fiable el estado inmune del paciente142. 
En los últimos años, numerosos ensayos clínicos estudian la terapia inmune como una opción 
de tratamiento que pudiese ser satisfactoria en la sepsis. Parece por ello estar cada vez más 
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justificado que seamos capaces de evaluar el estado inmune de nuestros pacientes a tiempo 
real, pudiendo ser la clave para el éxito de estas terapias143. Nuestro estudio demuestra que la 
PCR digital puede ser útil a este respecto. 
Las nuevas terapias inmunes enfocan más objetivo a revertir el estado de inmunodepresión de 
la sepsis, puesto que el 70% de los pacientes mueren cuando predomina esta fase. En nuestro 
trabajo observamos que la inmunosupresión que se da en el paciente séptico se traduce en la 
alteración de la sinapsis inmunológica, con depresión de los niveles de expresión de los genes 
en ella implicados, y en la cual se centran las ultimas terapias inmunológicas propuestas144.  
Los agentes inmunomoduladores que han sido utilizados en los estudios con mejores 
resultados hasta la fecha y que han demostrado incluso mejorar la supervivencia son la IL-7, 
anticuerpos contra el receptor de muerte programada PD-1 (anti PD-1) y los anticuerpos contra 
su ligando (anti PD-L1) que bloquean la inhibición de las células T. Otras moléculas también 
estudiadas recientemente han sido el interferón gamma (IFNᵧ) o el factor estimulante de 
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Cada vez son más los estudios que apuestan 
por la terapia con anticuerpos que bloquean la muerte celular programada del linfocito en 
pacientes donde se demuestra inmunosupresión, como son los pacientes sépticos o con 
cáncer145. Hotchkiss y col. en su estudio de 2018 demuestran que la administración de una 
dosis única de anti-PD-L1 no produce efectos adversos o autoinmunes secundarios, es bien 
tolerada, segura, sin desarrollar tampoco una respuesta exagerada inflamatoria146.  Además, se 
observa un aumento de los niveles de expresión de HLA-DRA con dosis mayores de anti-PD-
L1, aunque sin evidencia estadísticamente significativa. Actualmente en Japón hay un ensayo 
clínico en marcha probando un anticuerpo monoclonal IgG4 (Nivolumab; ONO-4538/BMS-
936558) que bloquea el receptor de muerte programada (PD-1) en pacientes con sepsis o 
shock séptico. 
Otra línea de creciente interés, así como de complejidad en su respuesta, es la determinación 
de una guía de consenso para el tratamiento antibiótico de la sepsis. Como sabemos en la 
sepsis es de vital importancia establecer el tratamiento antibiótico de forma rápida y adecuada, 
así como poder tener una mayor certeza a la hora de la retirada antibiótica o desescalado, lo 
cual hoy en día resulta en muchas ocasiones incierto o por lo menos hallamos falta de 
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evidencia.  Lo que es cierto es que un uso cada vez más eficaz del arsenal terapéutico del que 
disponemos ha de pasar por acortar lo máximo posible la duración del tratamiento antibiótico, 
minimizando así el desarrollo de resistencias antibióticas, infecciones secundarias y el coste de 
los cuidados sanitarios147. La monitorización de los niveles de procalcitonina es una de las 
herramientas mejor estudiadas que demuestra el potencial de este biomarcador. Sin embargo, 
la interpretación de sus niveles puede ser todo un reto, sobre todo si tenemos en cuenta las 
comorbilidades que muchas veces asocian nuestros pacientes y que influyen en sus niveles137, 
148. 
No existe a día de hoy un biomarcador que en solitario haya demostrado ser infalible en el 
manejo de la sepsis. Es por ello que creemos tal y como demostramos en nuestro trabajo que 
la combinación de la procalcitonina con los niveles de expresión de HLA-DRA, que representan 
los dos inmunofenotipos desarrollados durante la fisiopatología de la sepsis, es una buena 
herramienta que mejora las opciones hasta día de hoy presentes y que podría tener 
implicaciones en diferentes facetas del manejo de la enfermedad. 
En la actualidad, existen nuevas tecnologías de point of care que permiten la medición de HLA-
DR en la cabecera del paciente149, así como también existen otros capaces de medir 
procalcitonina150. Esta tecnología permite medir de forma muy rápida niveles de estos dos 
marcadores a pie de cama del paciente, y mejorar la capacidad diagnóstica de la sepsis con su 
combinación como demostramos en esta tesis. 
 
Limitaciones de este trabajo 
 
En este trabajo nos ha faltado cuantificar los niveles de expresión de HLA-DRA a lo largo de la 
evolución del paciente, ya que el incremento o el descenso de los mismos podría aportar 
información complementaria sobre el pronóstico del paciente. Tampoco hemos comparado el 
valor pronóstico del HLA-DRA con el de otros biomarcadores emergentes como la 
proadrenomedulina. La combinación de estas dos moléculas podría ser muy prometedora para 
estratificar riesgo y mejorar la estimación de pronóstico de los pacientes con sepsis. 
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Finalmente, no hemos estudiado si los niveles de HLA-DRA bajos son previos a la sepsis o son 
inducidos por la misma, o ambos escenarios se dan de forma simultánea. Para ello sería 
necesario estudiar los niveles de expresión de este gen en cohortes de pacientes antes de la 
sepsis.  
 
En resumen, la sepsis consume gran cantidad de recursos económicos en los hospitales, 
siendo una de las primeras causas de muerte en las UCIs, con una prevalencia que lejos de 
descender se incrementa de manera progresiva. Por lo tanto, es prioritario mejorar las 
herramientas diagnósticas que nos permitan detectar la enfermedad lo más precozmente 
posible, puesto que de ello depende en gran medida el éxito del tratamiento. Con nuestro 
trabajo demostramos que la PCR digital es un método novedoso, rápido, fiable, y aplicable a la 
clínica para la cuantificación de los niveles de expresión de los genes involucrados en la 
sinapsis inmunológica en los pacientes quirúrgicos tanto sépticos como no infectados. Además, 
creemos que esta técnica puede ser útil en la monitorización del estado inmune de los 
pacientes sépticos, ayudando a valorar el pronóstico y guiando el tratamiento de la 
enfermedad.  
Como demostramos en nuestro estudio podemos cuantificar el grado de inmunosupresión. Los 
pacientes quirúrgicos por el mero hecho de someterse a la cirugía presentan un estado inmune 
comprometido que les hace más vulnerables a la infección, por lo que creemos que sería 
interesante saber el estado inmune previo de nuestros pacientes antes de someterse a una 
agresión quirúrgica pudiendo tener incluso implicaciones en el tipo de profilaxis a llevar a cabo.  
Actualmente no se conoce un biomarcador ideal en sepsis que sea capaz de guiarnos con toda 
seguridad en el manejo de la enfermedad, desde el diagnostico, el tratamiento terapéutico, 
como la propia retirada de la antibioterapia. En nuestro estudio demostramos en el uso de la 
combinación de los niveles de procalcitonina con los niveles de expresión del gen HLA-DRA 
mejora la capacidad de diagnóstico de la enfermedad en comparación con el uso aislado del 
biomarcador clásico procalcitonina, y es por ello que creemos que es una vía interesante para 




























VIII.  CONCLUSIONES 
 
 
1. Tanto los pacientes quirúrgicos no sépticos como sépticos presentan depresión de los 
niveles de expresión de genes implicados en la sinapsis inmunológica, aunque puede 
observarse que esta depresión es mayor en los pacientes sépticos. 
 
2. Existe una correlación entre la gravedad de la sepsis y la depresión en los niveles de 
expresión de los genes de la sinapsis inmunológica, de modo que a mayor gravedad, 
menores niveles de expresión de estos genes. 
 
3. De los genes implicados en la sinapsis inmunológica el que mejor diferencia entre los 
pacientes quirúrgicos que han desarrollado sepsis de los que no presentan infección es 
el gen HLA-DRA, aunque el resto de genes estudiados presentaron áreas bajo la curva 
significativas para la diferenciación entre sepsis y no sepsis. 
 
4. La depresión de los niveles de expresión de HLA-DRA < 1976 copias/ng es un factor 
independiente que incrementa por cinco el riesgo de mortalidad hospitalaria en los 
pacientes quirúrgicos en el momento en que son diagnosticados de sepsis. Presentar 
menos de 1976 copias/ng de HLA-DRA en el momento del diagnóstico se traduce en 
una reducción de la supervivencia en tres días de media en los primeros veintiocho 
días. 
 
5. También observamos que son factores independientes de riesgo de mortalidad 
hospitalaria el antecedente personal de padecer Diabetes Mellitus, así como obtener un 
valor por encima de ocho en la escala de SOFA en el momento del diagnóstico de 
sepsis. 
 
6. La combinación resultante de la cuantificación de procalcitonina con los niveles de 
expresión génica de HLA-DRA es una estrategia prometedora para la detección de 
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sepsis en los pacientes quirúrgicos, mejorando la capacidad diagnostica de la 
procalcitonina utilizada de forma aislada. 
 
7. Presentar un ratio PCT/HLA-DRA > 0,0003 es un factor de riesgo independiente que 
multiplica por siete la probabilidad de sepsis en los pacientes quirúrgicos.   
 
8. La PCR digital es un nuevo método útil, rápido, sensible y fácilmente reproductible en 
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACIÓN 
CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLÓGICAS 
Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid 
SERVICIO / UNIDAD: SERVICIO DE ANESTESIOLOGÍA Y REANIMACIÓN HURH / 
LABORATORIO DE INFECCIÓN E INMUNIDAD HOSPITAL CLÍNICO UNIVERSITARIO DE 
VALLADOLID / 
 
EMAIL: caldecoaal@saludcastillayleon.es; jfbermejo@saludcastillayleon.es;  
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
I) Finalidad de la línea de trabajo propuesta: la sepsis es una enfermedad grave 
que ocurre cuando no se puede controlar una infección. En su grado más extremo 
puede causar fallo del funcionamiento de varios órganos e incluso la muerte. Esta 
enfermedad es un problema sanitario de primer orden. El diagnóstico y tratamiento 
temprano de la misma son la principal arma para evitar sus consecuencias. Nuestra 
línea de trabajo tiene como finalidad encontrar biomarcadores y huellas moleculares 
que nos permitan identificar a los pacientes con infección grave que pueda ser una 
sepsis, y poder valorar adecuadamente el grado de severidad de estos pacientes. Los 
resultados de estos estudios ayudarán probablemente a diagnosticar y/o tratar de 
manera más precisa a los enfermos con una enfermedad como la suya.  
 
II) Algunas consideraciones sobre su participación: 
 
Es importante que Vd., como potencial donante de muestras, conozca varios aspectos 
importantes: 
 
A) La donación de muestras es totalmente voluntaria.  
 
B) Puede plantear todas las dudas que considere sobre su participación en este 
estudio. 
 
C) Se solicita su autorización para la toma y uso en investigación biomédica de 
muestras de sangre. En dichas muestras se obtendrán y/o analizarán células, material 
genético (ADN, ARN), proteínas, metabolitos, microorganismos utilizando los métodos 
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investigador principal considere necesarios para avanzar en la línea de trabajo arriba 
expuesta.  
 
D) Se le tomará un volumen relativamente pequeño (10 ml) de sangre venosa 
mediante una punción en el brazo en principio en toma única (si el estudio lo requiriera, 
se le podría solicitar la toma de muestras posteriores, así como muestra de orina o 
muestras respiratorias). La donación de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo 
más frecuente es la aparición de pequeños hematomas en la zona de punción que 
desaparecen transcurridos 1 o 2 días.  
 
E) No percibirá ninguna compensación económica o de otro tipo por las muestras 
donadas y éstas no tendrán valor comercial. No obstante, la información generada a 
partir de los estudios realizados sobre su muestra podría ser fuente de beneficios 
comerciales. En tal caso, están previstos mecanismos para que estos beneficios 
reviertan en la salud de la población, aunque no de forma individual en el donante. 
 
F) Las muestras y los productos obtenidos de las mismas serán almacenados y 
custodiados en el Laboratorio de Infección e Inmunidad del Hospital Clínico 
Universitario de Valladolid, lugar designado para este fin por el Investigador Principal 
del Estudio. La persona responsable de la custodia es el Dr Jesús F Bermejo 
(responsable del proyecto). La muestra quedará allí depositada de forma indefinida, al 
menos hasta la consecución de los fines científicos de la línea de trabajo arriba 
expuesta (siempre que no se haya consumido en su totalidad en el curso de los 
trabajos asociados a la misma). Si en dicho momento se propusiera el paso de las 
muestras a un Biobanco oficialmente reconocido, se le volverá a solicitar su 
consentimiento para ello.  
G) Los datos personales asociados a las muestras serán tratados según lo dispuesto 
en la legislación vigente sobre protección de datos de carácter personal (Ley Orgánica 
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H) La información obtenida se almacenará en una base de datos, en soporte 
informático, registrada en la Agencia Española de Protección de Datos, según la 
legislación vigente (Ley Orgánica 15/1999). Los datos registrados serán tratados 
estadísticamente de forma codificada. En todo momento el donante tendrá derecho de 
acceso, rectificación o cancelación de los datos depositados en la base de datos 
siempre que expresamente lo solicite. Para ello deberá ponerse en contacto con el 
investigador principal. Los datos quedarán custodiados bajo la responsabilidad del 
Investigador Principal del Estudio. 
 
I) Las muestras y/o la información clínica asociada a las mismas podrán ser utilizadas 
por el grupo del investigador principal en estudios futuros de investigación 
relacionados con la línea de trabajo arriba expuesta. Dichas muestras y/o la 
información clínica asociada a las mismas podrán ser cedidas a otros investigadores 
designados por el Investigador Principal para trabajos relacionados con esta línea, 
siempre al servicio de proyectos que tengan alta calidad científica y respeto por los 
principios éticos. En estos dos últimos casos, se solicitará antes autorización a nuestro 
Comité Ético de Investigación Clínica.  
 
J) La falta de consentimiento o la revocación de este consentimiento previamente 
otorgado no supondrá perjuicio alguno en la asistencia sanitaria que Vd. recibe/recibirá. 
 
K) Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten información 
relevante para su salud o la de sus familiares. Vd. tiene derecho a conocerla y 
trasmitirla a sus familiares si así lo desea. 
 
L) Sólo si Vd. lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO. 
Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de órgano (mSOFA) para 
diagnóstico y pronóstico de sepsis 
Yo, 
___________________________________________________________________ 
(Nombre y apellidos del paciente ó representante legal) 
He leído la información que me ha sido entregada. 
He recibido la hoja de información que me ha sido entregada. 
He podido hacer preguntas sobre el estudio. 
He recibido suficiente información sobre el estudio. 
He hablado del estudio con 
________________________________________________ 
                              (nombre y apellidos del investigador) 
 
Comprendo que mi participación es voluntaria. 
Comprendo que puedo retirarme del estudio: 
 1.- Cuando quiera. 
 2.- Sin tener que dar explicaciones. 
 3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos. 
 
Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para: 
- El fin para el que se utilizarán mis muestras y datos personales según lo recogido en 
la hoja de información al paciente que me ha sido entregada. 
- Accedo a que los médicos del HOSPITAL UNIVERSITARIO RÍO HORTEGA DE 
VALLADOLID contacten conmigo en el futuro en caso de que se necesite obtener 
nuevos datos.  …SI….. NO (marcar con una X lo que proceda) 
- Accedo a que los médicos del HOSPITAL UNIVERSITARIO RÍO HORTEGA DE 
VALLADOLID contacten conmigo en caso de que los estudios realizados sobre mis 
muestras / datos aporten información relevante para mi salud o la de mis 
familiares …SI….. NO (marcar con una X lo que proceda) 
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FIRMA DEL PACIENTE / REPRESENTANTE LEGAL  NOMBRE Y 
APELLIDOS   FECHA 
Yo he explicado por completo los detalles relevantes de este estudio al paciente 




FIRMA DEL INVESTIGADOR  NOMBRE Y APELLIDOS  
 FECHA 
 
CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO. 
 
Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de órgano (mSOFA) para 
diagnóstico y pronóstico de sepsis 
 
APARTADO PARA LA REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO (CONTACTAR CON 
EL INVESTIGADOR PRINCIPAL) 
 
Yo ___________________________________________________ revoco el 
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